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Si eres echado en el foso o en manos de 

homicidas, y eres condenado a muerte; si eres 

arrojado al abismo; si las bravas olas 

conspiran contra ti; si el viento huracanado se 

hace tu enemigo; si los cielos se ennegrecen y 

todos los elementos se combinan para obstruir 

la vía; y sobre todo, si las puertas mismas del 

infierno se abren de par en par para tragarte, 

entiende, hijo mío, que todas estas cosas te 

servirán de experiencia, y serán para tu bien. 

El Hijo del Hombre ha descendido debajo de 

todo ello. ¿Eres tú mayor que él? 

D. y C.: 122: 7 y 8 
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RESUMEN 

La progesterona es un esteroide fundamental para el despliegue de la conducta 
sexual femenina. En humanos y otros mamíferos, el mecanismo clásico de 
acción de la progesterona involucra la interacción de la hormona con su receptor 
proteínico intracelular, denominado receptor para progesterona. Este receptor 
existe como dos proteínas isofórmicas, llamadas A y B, las cuales tienen la 
capacidad de regular la transcripción de genes especificas. Ambas isoformas se 
·expresan ·en -diversas ·regiones ·cerebrales, incluyendo tas ·regiones que forman 
parte del sistema de proyección vomeronasal. En roedores, el sistema de 
proyección vomeronasaf participa en la detección e integración de las 
feromonas, lo cual es fundamental para el despliegue de .ta conducta sexual 
femenina. En el presente estudio utilizamos ratonas C57BU6 y ratonas que no 
expresan ninguna de las dos isoformas del receptor para progesterona (PRKO) 
para determinar si 1a actividad de dicho receptor interviene en el funcionamiento 
del sistema de proyección vameranasal (evaluado por la expresión de la 
proteína Fos). La actividad neuronal en las capas mitral y granular del BOA y en 
el APM no se modifica con el tratamiento sistémico de progesterona en las 
ratonas C57BU6. Por el contrario, la exposición al aserrín proveniente de la 
cama de machos sexualmente expertos incrementa de manera significativa el 
número de células inmunoreactivas a Fos en las capas mitral y granular del 
BOA, en la MEA anterior y posterior, en er APM y en las capas principal y 
anterolateral del NLET de las ratonas C57BU6. En contraste, la .carencia del 
receptor para progesterona inhibe la respuesta neuronal en el SPV ante la 
exposición a feromonas. Además, las ratonas PRKO comparadas con las 
ratonas C57BU6 presentan ·una menor expresión -de ta proteína Fos en el SPV. 
Estos datos sugieren que el receptor para progesterona tiene un efecto 
facilitador sobre el procesamiento de las señales producidas por claves 
quimiosensoriales sexualmente relevantes. 



t INTRODUCCIÓN. 

La progesterona es una hormona esteroide clave en los eventos asociados con la 

reproducción femenina tales como el despliegue de la conducta sexual, el 

establecimiento y mantenimiento de la preñez, y la lactancia. Esto involucra desde 

la inducción de conductas proceptivas para llamar la atención del macho hasta la 

preparación del útero y el mantenimiento del producto. En mamíferos, los efectos 

fisiológicos principales de la progesterona están en el sistema nervioso central 

donde controla funciones nerviosas específicas involucradas en la conducta sexual; 

en el ovario y en el útero estimula la liberación de los ovocitos maduros y facilita la 

implantación. En la glándula mamaria promueve el desarrollo lóbulo-alveolar en 

preparación para la secreción de leche. Además, la actividad biológica de la 

progesterona se extiende ar aprendizaje y la memoria, el estado de ánimo, la 

diferenciación sexual, la excitabilidad neuronal y el control del sistema vascular y 

óseo. 

De acuerdo con el mecanismo clásico, los efectos fisiológicos de la progesterona 

están mediados por la interacción de la hormona con su receptor proteínico 

intracelular, denominado receptor para progesterona, PR (por sus siglas en inglés). 

Este receptor es un factor de transcripción y es miembro de una familia amplia de 

proteínas relacionadas estructuralmente, llamada superfamilia de receptores 

nucleares. En diferentes especies, el PR existe como dos proteínas isofórmicas, 

llamadas A y B. En roedores y humanos, ambas isoformas se expresan de un solo 

gen como resultado de la transcripción de dos promotores alternativos y del inicio 

de traducción en dos codones AUG diferentes. El desarrollo del ratón mutante que 

no expresa ninguna de las dos isoformas del PR (Progesterone Receptor Knockout, 

PRKO) ha permitido contestar varias preguntas relacionadas con la acción de la 

progesterona in vivo. Particularmente, las ratonas PRKO no manifiestan conducta 

sexual, presentan disfunción uterina, no ovulan y el desarrollo de las ramificaciones 

ductales y la diferenciación lóbulo-alveolar de las glándulas mamarias están 

dañados. 
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La conducta sexual consiste de una serie de patrones conductuales que al 

manifestarse permiten el mantenimiento de las especies. Aunque se han descrito 

diversos mecanismos celulares mediante los cuales la progesterona actúa en el 

cerebro de los roedores hembra, el efecto principal de esta hormona sobre la 

conducta sexual involucra su interacción con los PR intracelulares, inducidos por 

estradiol. Correlaciones espaciales, temporales y funcionales sugieren que los PR 

inducidos por estradiol, tras la unión de su ligando cognado, funcionan como 

reguladores y/o potenciadores de la transcripción de genes responsivos a 

progesterona lo que induce o sostiene una respuesta fisiológica que afecta los 

circuitos neuronales involucrados en el control de la conducta sexual. Diversos 

estudios en que se han utilizado antagonistas del PR, inhibidores de la 

transcripción de ARN y de la síntesis de proteínas, oligonucleótidos antisentido 

dirigidos al ARNm que codifica para el PR, han provisto evidencia irrevocable de 

que la facilitación de la conducta sexual inducida por progesterona requiere la 

activación de su receptor. 

En roedores, la detección e integración de señales quimiosensoriales sexualmente 

relevantes es fundamental para el despliegue de la conducta sexual femenina. Una 

de las divisiones principales del sistema olfatorio encargada de este proceso es el 

sistema de proyección vomeronasal {SPV); el cual está conformado por estructuras 

cerebrales como el bulbo olfatorio accesorio, la amígdala anterior y posterior, el 

núcleo lecho de la estría terminal y el hipotálamo ventromedial. La activación del 

SPV puede evaluarse por la expresión de genes de respuesta temprana tales como 

FOS, ante la estimulación física {vaginocervical) o el procesamiento de señales 

quimiosensoriales. Estudios de autoradiografía e inmunohistoquímica muestran que 

las neuronas que inervan este sistema expresan el receptor para progesterona, por 

lo que es concebible que este receptor participe en la detección e integración de las 

señales quimiosensoriales sexualmente relevantes. En el presente estudio 

buscamos establecer si la activación del receptor para progesterona es necesaria 

para el funcionamiento completo del sistema de proyección vomeronasal. 
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11. ANTECEDENTES. 

11.1 Conducta sexual femenina. 

La conducta sexual está presente en diversos organismos y es indispensable para 

la preservación de las especies de generación en generación pero no para la 

sobrevivencia del individuo, siendo para éste una conducta motivacional, por lo 

tanto la conducta sexual no tiene otra finalidad o propósito más que su propia 

ejecución {Agmo, 1999). 

Se han utilizado una variedad de términos para describir los diferentes 

componentes de la conducta sexual femenina. Beach { 1976) propuso que la 

conducta sexual femenina comprende tres tipos básicos de conducta: receptividad, 

proceptividad y atractividad. En roedores, Ja receptividad se define como las 

posturas de respuesta-reflejo desplegadas por la hembra ante el contacto sexual. 

En ratas hembra, la receptividad sexual {ejemplificada por la lordosis) está 

determinada por la inmovilidad, extensión de las extremidades posteriores, flexión 

dorsal de la espina, elevación de la cabeza y desviación de la cola {Pfaff y col., 

1973). Las conductas preceptivas incluyen una serie de conductas que demuestran 

la voluntad de la hembra para copular y usualmente están acompañadas de montas 

por el macho. Entre estas conductas están: pequeños saltos alrededor del macho 

(hopping), movimiento rápido de orejas {ear wiggling), movimientos en zig-zag y 

carreras cortas para huir y regresar con el macho {darting). Finalmente, los 

elementos que hacen atractiva a la hembra para el macho comprenden aspectos 

conductuales y no conductuales. Estos podrían incluir señales olfatorias y 

despliegues visuales. 

Recientemente, Blaustein y Erskine (2002) sugirieron otro grupo de categorías de la 

conducta sexual para resaltar la contribución de la hembra. Éste incluye conductas 

copulatorias, paracopulatorias y progestativas. Las conductas copulatorias son 

aquellas que resultan en la transferencia exitosa de espermatozoides del macho a 

la hembra. El término se refiere principalmente a la lordosis y enfatiza en la 

participación activa de la hembra. Además, las conductas copulatorias involucran 

aquellos ajustes en la postura que ocurren durante la lordosis, los cuales son 
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necesarios para facilitar la intromisión por el macho (Adler y col., 1977). Las 

conductas paracopulatorias son conductas típicas de cada especie desplegadas 

por las hembras, supuestamente para excitar al macho e inducirlo a montar. Aparte 

del término de Beach, proceptividad (Beach, 1976), dichas conductas han sido 

referidas como precopulatorias (Madlafousek y Hlinak, 1977) o de solicitud (Erskine, 

1989). Las conductas paracopulatorias mostradas por ratas hembra en estro 

también incluyen posturas de presentación (Emery y Moss, 1984) y la producción 

de vocalizaciones ultrasónicas (White y Barfield, 1989). La frecuencia con que 

estas conductas paracopulatorias se manifiestan está influenciada por los niveles 

hormonales, la tasa de cópula y las condiciones experimentales (Erskine, 1989). 

El tercer componente de la conducta sexual femenina, conductas progestativas, 

incluyen aquellas conductas que incrementan la probabilidad de que la hembra 

quede preñada (Blaustein y Erskine, 2002). Dichas conductas involucran la 

regulación de las interacciones sexuales por parte de la hembra, mediante 

acercamientos hacia el macho y escapando de él (Peirce y Nuttall, 1961; Gilman y 

Hitt, 1978). También se incluyen conductas que regulan la frecuencia y el tiempo de 

intromisión y eyaculación, donde la hembra selecciona a los machos que están 

listos para eyacular (McClintock y Anisko, 1982) y lleva a cabo un periodo 

posteyaculatorio, el cual permite el transporte de los espermatozoides mediante la 

conservación del tapón vaginal. De igual forma, que la hembra adquiera la postura 

de lordosis para recibir una estimulación vaginocervical (EVC) incrementa la 

probabilidad del éxito reproductivo (Erskine y col., 2004) 

11.1.1 Neuroendocrinología de las conductas copulatorias. 

En ratas, la lordosis en respuesta a las montas ejecutadas por un macho 

sexualmente experto se utiliza como un indicador de la receptividad o conducta 

sexual femenina. En este caso, el coeficiente de lordosis (porcentaje de montas 

que provocan la lordosis en la hembra) y el grado de lordosis (valorado en una 

escala de O a 3 de acuerdo a la intensidad de la respuesta) son las medidas que 

comúnmente se utilizan (Hardy y DeBold, 1972). En ratones, la conducta sexual 

femenina se evalúa cuantificando el número de intromisiones en cada monta 
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realizada por el macho, se observa la presencia e intensidad de la conducta de 

inmovilización y se evalúa la receptividad utilizando la definición de McGill para la 

receptividad sexual femenina {Domínguez-Salazar y col., 2004). 

De acuerdo con McGill, la receptividad femenina se califica de la siguiente manera: 

O= La ratona evita totalmente al macho, no hay receptividad. 1= La ratona vocaliza 

cuando el macho intenta montarla, si el macho logra intrometerla es la hembra 

quien termina el contacto sexual. 2= La ratona permanece inmóvil hasta que el 

macho la intromete. La ratona termina el contacto genital huyendo del macho. 3= 

La ratona se mueve durante la intromisión pero el contacto sexual termina cuando 

el macho desmonta. 4= La ratona despliega brincoteos durante la intromisión, el 

macho termina el contacto coita! desmontando a la ratona. 5= La ratona se queda 

quieta durante la intromisión, permitiendo que el macho regule el contacto sexual. 

De esta manera, se obtiene et número promedio de intromisiones por monta y el 

coeficiente de lordosis {conducta de congelación, LQ, {número de veces que la 

hembra se deja montar/número total de intentos de monta x100). También se 

calcula el índice de receptividad, una puntuación basada en la escala de McGill (la 

suma de los puntos obtenidos en cada monta/número total de montas). 

En ratas y cobayos, durante el ciclo estral, la secreción secuencial de estrógenos y 

progesterona a partir de los ovarios resulta en el despliegue de la conducta sexual 

asbciado con la ovulación (Collins y col., 1938; Barfield y lisk, 1974, Figura 1 ). 

Luego que el periodo de conducta sexual termina, la receptividad sexual se observa 

hasta la etapa de proestro del ciclo reproductivo, con el siguiente episodio de 

secreción de estradiol seguido de progesterona. Esta observación se limita a la 

receptividad sexual. La ovariectomia provoca una disminución inmediata de los 

niveles circulantes de las hormonas esteroideas femeninas y, consecuentemente, 

cesa el despliegue de la conducta sexual femenina {Dempsey y col., 1936; Boling y 

Blandau, 1939). Estudios realizados en ratas y cobayos demuestran que los 

requerimientos hormonales para la inducción completa de la conducta sexual 

femenina involucra un periodo primario de estimutación con estradiol seguido de la 

exposición a progesterona {Joslyn y col., 1971). 
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En algunas circunstancias, ratas, cobayos, hámsteres y ratonas manifiestan 

conductas sexuales ante un tratamiento de puro estradiol. Sin embargo, el 

tratamiento secuencial de estradiol y progesterona resulta en la expresión de la 

conducta sexual femenina tal y como se observa durante el ciclo estral de los 

roedores (Blaustein y Mani, 2006). Por otra parte, la dihidrotestosterona también 

participa en la regulación de la conducta sexual femenina, inhibiendo la expresión 

de la receptividad sexual (Baum y col., 1974; Blasberg y col., 1998). 

Estradiol ....__,,_,_ 
Progesterona - " 

Metestro Diestro 

_.,, 

f 

' , 
I 
I 

I 
I 

/ 

Conducta 
----sexual 

Ovulación 

Proestro Estro 

Figura 1. Diagrama esquemático que muestra la relación entre el estradiol y la 

progesterona durante el ciclo estral de los roedores hembra. Aunque hay 

diferencias en la regulación del ciclo estral entre las especies discutidas en esta 

sección (cobayos, ratas y ratones), el patrón hormonal durante la expresión de la 

conducta sexual es el mismo. Nótese que el inicio de la conducta sexual está 

correlacionado con la ovulación, la cual modifica la concentración de las hormonas 

esteroideas femeninas (modificado de Blaustein y Mani, 2006). 
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La conducta sexual femenina de los ratones difiere de la observada en ratas, 

cobayos y hámsteres. Luego de la ovañectomía, ratas y cobayos responden ante 

un tratamiento hormonal apropiado desde la primera exposición. En contraste, las 

ratonas requieren numerosas exposiciones a estradiol y progesterona antes de 

expresar ta receptividad sexual. Además, el despliegue de la conducta sexual 

femenina difiere entre las cepas de ratones y entre las condiciones de alojamiento 

(Blaustein y Mani, 2006). 

11.1.2 Neuroendocrinología de las conductas paracopulatorias. 

En algunos estudios en ratas y hámsteres, se han evaluado las conductas 

paracopulatorias como pequeños saltos alrededor del macho (hopping), movimiento 

rápido de orejas (ear wiggfing), movimientos en zig-zag y carreras cortas para huir y 

regresar con el macho (darting), y la producción de vocalizaciones ultrasónicas. A 

veces, se observan conductas de rechazo que representan los componentes 

aversivos de la interacción sexual. En general, se acepta que las conductas 

paracopulatorias son inducidas por la progesterona. Aunque el estradiol por sí 

mismo puede inducir conductas paracopulatorias y copulatorias en ratas 

ovariectomizadas y ovariectomizadas-adrenalectomizadas (Boling y Blandau, 1939; 

Gorzalka y Moe, 1994 ), en la mayoría de los casos, la progesterona de origen 

adrenal es necesaria para el despliegue de las conductas paracopulatorias, pero no 

para las copulatorias. Estas conductas también son inducidas mediante la 

estimulación de la isoforma 2 de los receptores para melanocortina con péptidos 

análogos de ta hormona estimulante de a-melanocitos {Blaustein y Mani, 2006). 

11.2 Sistema olfatorio. 

11.2.1 Feromonas. 

La conducta sexual y la fisiología reproductiva están reguladas por varios factores, 

y en muchas especies, tanto silvestres como domésticas, las claves químicas 

excretadas por individuos de la misma especie ejercen un profundo efecto. Dichas 

respuestas a las claves químicas han sido asociadas con respuestas a feromonas. 

El término feromona se introdujo por primera vez en la literatura hace 50 años por 

Karlson y Luscher (1959), quienes definieron a las feromonas como "sustancias 
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secretadas al exterior por un individuo y captadas por un segundo individuo de la 

misma especie, en el cual provocan una reacción específica, por ejemplo un 

proceso conductual o el comienzo de un desarrollo fisiológico definitivo". Este 

término pretendfa definir una comunicación especial entre insectos de la misma 

especie, en los cuales las feromonas tendfan a influenciar directamente una 

respuesta conductual innata para señales sexuales, de alarma o de rastreo. 

Con algunas excepciones, los vertebrados no despliegan conductas instintivas o de 

reflejo ante una sola clave sensorial. Históricamente los efectos feromonales en 

mamíferos fueron identificados como respuestas a la orina u otras excreciones pero 

se desconocía la molécula o conjunto de moléculas que pudieran inducir dichas 

respuestas. Para algunas especies, particularmente en ratones, han habido 

avances significativos en la identificación de moléculas que pudieran provocar las 

respuestas por feromonas (Luo y Katz, 2004 ), aunque todavía existe cierta 

controversia con respecto al mecanismo de acción de estas moléculas. McClintock 

(2002) describe las feromonas de acuerdo a su clasificación; de preparación, 

liberación, señalización y modulación. Las feromonas de preparación han sido 

descritas como señales químicas que inician respuestas fisiológicas con una 

duración de largo plazo. Por ejemplo, las feromonas derivadas de la orina de ratona 

inducen la secreción de la hormona luteinizante (LH) en ratones, lo que promueve 

la síntesis y liberación de testosterona (Wysocki y col., 1983). Las feromonas de 

liberación activan respuestas inmediatas, generalmente conductuales. El ejemplo 

más común es la androsterona en cerdos, que provoca una postura inmóvil para 

copula (Dorries y col., 1997). Las feromonas de señalización no necesariamente 

inducen una respuesta conductual inmediata por el contrario conllevan información 

socialmente relevante acerca de un individuo, por ejemplo, el estado reproductivo, 

la jerarquía social o incluso la identidad del individuo (Johnston, 2000). Se ha 

propuesto que las feromonas moduladoras son señales que regulan el afecto en 

humanos (Jacob y col., 2002). Dichas feromonas pudieran ser señales sociales que 

inducen cambios de humor o emocionales, aún cuando éstos no afecten 

inmediatamente a la conducta. 
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Es evidente que utilizar una definición flexible para el término feromona no excluye 

como tal a cualquier señal química que sea defendida convincentemente para 

entrar en esta categoría. Kelliher sugirió que el término sea utilizado como un 

concepto, no una entidad discreta, y definió dicho concepto como "una señal 

quimiosensorial, secretada por un individuo, con la única función de comunicación 

con otro individuo de la misma especien (Kelliher y Wersinger, 2009). 

11.2.2 Sistema de Proyección Vomeronasal. 

El Sistema de Proyección Vomeronasal es una de las principales divisiones del 

sistema olfatorio en la mayoría de los animales vertebrados exceptuando a las 

especies aviarias, los mamíferos acuáticos y los primates del Viejo Mundo, 

incluyendo a los humanos (Wysocki, 1979). En principio, las señales (claves) 

quimiosensoriales son detectadas por las neuronas vomeronasales receptoras 

(NVR) localizadas dentro del par de órganos vomeronasales, acoplados 

bilateralmente, en la base del septum nasal. Estas claves se unen a los receptores 

vomeronasales ubicados en las microvelfocidades neuronales que proyectan hacia 

adentro del lumen vomeronasal. En mamíferos como roedores y marsupiales, en 

los cuales este sistema está bien definido, el órgano vomeronasaf se divide en una 

capa apical y una capa basal, distinguidas por las diferencias en sus mecanismos 

de transducción de señales (Figura 2A). Las neuronas apicales expresan 

receptores vomeronasales que pertenecen a la familia V1 R, los cuales están 

acoplados a proteínas G (Gai) e inducen vías de señalización mediante segundos 

mensajeros. Estos receptores requieren de las subunidades TRPC2 (Dulac y 

Torello, 2003; Tirindelli y col., 1998). En contraste, las neuronas basales expresan 

receptores vomeronasales que pertenecen a la familia V2R acoplados a proteínas 

Gao. Los V2R presentan la subunidad TRPC2 pero también pueden procesar las 

señales quimiosensoriales de manera independiente a esta subunidad (Kelliher y 

Wersinger, 2009). Aún no es clara la importancia funcional de las divisiones del 

órgano vomeronsal, sin embargo, la detección de las claves quimiosensoriales por 

las neuronas apicales y las neuronas basales es diferencial (Leinders-Zufall y col., 

2004). 
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Figura 2. Órgano vomeronasal. (A) Cuando las claves quimiosensoriales son 

detectadas por las neuronas vomeronasales receptoras (NVN) estas últimas 

transmiten la señal mediante la proyección de sus axones hacia el bulbo olfatorio 

accesorio (BOA) en donde se procesa y envía hacia estructuras cerebrales 

centrales. (B) Cada NVN expresa un solo tipo de receptor olfatorio, aunque las NVN 

con el mismo receptor estén distribuidas en todo el epitelio olfatorio (EO), sus 

axones pasan a través de la placa cribriforme del cráneo y proyectan al mismo 

glomérulo en el BOA. OVN (órgano vomeronasal) (modificado de Kelliher y 

Wersinger, 2009). 

BIBLIOTECA CENTRAL 
NI VE~SI ~ O AUTÓ~JOMA DE OUERÉTARO 
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Como se muestra en la figura 2B, las neuronas vomeronasales receptoras 

proyectan sus axones directamente a los glomérulos del bulbo olfatorio accesorio 

(BOA), el cual se localiza caudalmente sobre la porción dorsomedial del bulbo 

olfatorio. 

Figura 3. Sistema de proyección vomeronasal. OVN (órgano vomeronasal), BOA 

(bulbo olfatorio accesorio), ACO (amígdala corticomedial), ME (amígdala medial), 

Hip (hipocampo), HVM (hipotálamo ventromedial), HL (hipotálamo lateral), Pir 

(corteza piriforme), APM (área preóptica medial), NLET (núcleo lecho de la estría 

terminal) (modificado de Kelliher y Wersinger, 2009). 

Las proyecciones axonales de las neuronas vomeronasales ubicadas en la capa 

apical se arborizan en glomérulos situados en el BOA rostral, mientras que las 

proyecciones axonales derivadas de las VRN localizadas en la capa basal se 

arborizan en el BOA caudal (Halpem y col., 1998). Los axones de las neuronas 
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vomeronasales entran a los glomérulos del BOA y hacen contactos sinápticos con 

las dendritas de las células mitrales y de las células granulares, éstas últimas son 

interneuronas. Las células mitrales proyectan sus axones hacia estructuras 

cerebrales anteriores como el núcleo olfatorio anterior, el núcleo lecho del tracto 

olfatorio accesorio (NL TOA), la amígdala medial (MEA), la amígdala cortical 

posteromedial y el núcleo lecho de la estría terminal (NLET). Estas proyecciones se 

dan a través del tracto olfatorio lateral (Kelliher y Wersinger, 2009). Las 

proyecciones hacia el área preótica medial (APM), la porción ventrolateral del 

núcleo hipotalámico ventromedial (HVM) y el núcleo premamilar se originan tanto 

de la amígdala medial como del NLET (Canteras y col. , 1995, Figura 3). La 

polisinápsis del SPV está muy bien caracterizada anatómicamente y se sabe que 

existen conexiones recurrentes a partir del APM hacia la MEA, y de la MEA hacia el 

BOA (Canteras y col. , 1995; Kelliher y Wersinger, 2007). La retroalimentación de 

estás conexiones es importante para el procesamiento de las claves 

quimiosensoriales sexualmente y la generación de una respuesta conductual. 

11.2.3 El gen FOS en el sistema nervioso central. 

Una de las técnicas que se han utilizado para evaluar el funcionamiento del SPV es 

la expresión de FOS como un gen de activación temprana ante estímulos 

quimiosensoriales sexualmente relevantes. Los genes de respuesta temprana 

fueron descritos originalmente en el campo de la regulación del crecimiento. Éstos 

son genes que se activan de manera transitoria y rápida en respuesta a una amplia 

variedad de estímulos extra e intracelulares. Representan un mecanismo de 

respuesta permanente a nivel transcripcional en la primer oleada de respuesta ante 

el estimulo, antes de la síntesis de cualquier otra proteína. Codifican proteínas que 

participan en la regulación de la proliferación y el crecimiento celular (Curran y 

Margan, 1995). A la fecha han sido identificadas principalmente 4 proteínas de la 

familia Fos: c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2 (Nishina y col. , 1990; Zerial y col. , 1989). 

Estas proteínas son codificadas por genes que contienen cuatro exones y tres 

intrones (van Straaten y col. , 1983). Se sabe que las hormonas esteroideas, los 

factores de crecimiento y los neurotransmisores activan cascadas de señalización 
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intracelular capaces de incrementar la expresión de p-CREB (cAMP response 

element-binding), la unión de CREB a su coactivador CBP y la consecuente 

transcripción de genes de respuesta temprana que contienen elementos de 

respuesta para AMPc, tales como c-Fos y c-Jun (Schule y Evans, 1991 ). Estos 

genes codifican los factores de transcripción Fos y Jun. los cuales poseen dominios 

ricos en leucina que permiten la formación de horno o heterodímeros mediante la 

interacción con miembros de la familia Jun (c-Jun, JunB y JunD). Este complejo 

forma el factor de transcripción llamado proteína activadora 1 (AP-1, por sus siglas 

en inglés), el cual regula directamente la expresión génica interactuando con 

secuencias de ADN de reconocimiento denominadas AP-1 presentes cerca de la 

región promotora (Kushner y col. , 1994). Los bajos niveles de transcripción de c­

Fos en condiciones basales y la responsividad a un amplio rango de estímulos 

transinápticos/transcripcionales, permiten utilizar éste gen de expresión temprana 

para el mapeo de la actividad neuronal. En condiciones basales, el ARN mensajero 

(ARNm) de c-Fos y la proteína Fos se encuentran en niveles muy bajos (Hughes y 

col. , 1992). En cultivos celulares así como en varias regiones cerebrales in vivo, el 

ARNm es inducido minutos después del estímulo y el máximo pico se encuentra 

entre 30 y 60 minutos. El nivel máximo de la proteína Fos ocurre entre una y tres 

horas, y desaparece gradualmente del núcleo celular entre tres y cuatro horas 

después del tratamiento (Kovács y Sawchenko, 1996). 

Se considera que la expresión de la proteína Fos refleja la actividad funcional de 

las neuronas (Duncan y col. , 1993; Sagar y col., 1988). Sin embargo, áreas con 

altos niveles de actividad neuronal, por ejemplo la corteza visual (Kaczmarek y 

Chaudhuri, 1997) o células neurosecretoras magnocelulares durante la succión 

(Fenelon y col., 1993), no muestran una expresión significativa de c-Fos; por lo 

tanto parece que la sola actividad no es suficiente para inducir la transcripción de 

este gen. Por otra parte, recientemente se ha demostrado que la expresión de c­

Fos depende de las características temporales de los patrones de disparo de los 

potenciales de acción. En cultivos de células ganglionares de la raíz dorsal, 

incrementos grandes y sostenidos del calcio intracelular o altos niveles de calcio 
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separados por largos intervalos de disparos provocan una expresión muy baja de 

Fos. La activación de este gen está correlacionada inversamente con el intervalo de 

disparo de los potenciales de acción (Fields y col., 1997). Al nivel de sistema, la 

estimulación de entradas sensoriales (aferencias), como la visual, a una intensidad 

normal no provoca un incremento en la expresión de Fos, a menos de que haya un 

periodo de privación sensorial o que las ratas sean expuestas a un objeto novedoso 

(Kaczmarek y Chaudhuri, 1997). Una estimulación auditiva a diferentes 

intensidades no cambia la expresión de Fos en comparación con una situación de 

ruido de fondo, pero esta expresión es dependiente de la intensidad en estructuras 

relacionadas a la audición (Campeaun y Watson, 1997). Sin embargo, se han 

observado diferencias en otras estructuras cerebrales; algunas áreas como los 

núcleos basolateral, medial y cortical de la amígdala, el tálamo anterodorsal y 

mediodorsal, así como la corteza piriforme, la infralímbica y del cíngulo, expresan 

Fosen respuesta a leves estímulos como la exploración de un ambiente novedoso 

(Cullinan y col., 1995; Duncan y col., 1993). 

En el sistema de proyección vomeronasal de ratas hembra y ratonas se han 

observado incrementos significativos en la expresión de Fos luego de la 

estimulación con claves quimiosensoriales sexualmente relevantes de machos 

sexualmente expertos (Blaustein y Mani, 2006). El patrón de expresión de la 

proteína Fos es específico para el tipo de estímulo aplicado. Por ejemplo, en 

experimentos donde se inyectan ratas con una solución hipertónica y se sacrifican 

después de treinta minutos se han localizado muchas células inmunoreactivas a 

Fosen el órgano subfornical, estructura circunventricular del cerebro involucrada en 

la regulación de los fluidos del cuerpo (Giovannelli y Bloom, 1992). Al investigar la 

realización de tareas motoras o la hipertermia en ratas, se ha observado que 

después del estímulo hay una gran cantidad de neuronas inmunoreactivas a Fos en 

las regiones cerebrales implicadas con la detección e integración de dichos 

estímulos y no en otras regiones (Scammell y col., 1993). Lo anterior pone de 

manifiesto que en las regiones donde la actividad neuronal es detectada por la 

expresión de la proteína Fos, éstas dependen del tipo de estímulo aplicado. Por lo 
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tanto, la detección de las proteínas expresadas a partir de genes de respuesta 

temprana como Fos, refleja los circuitos neuronales involucrados en el 

procesamiento de un estímulo determinado. Existe un número de factores que 

inducen la expresión de c-Fos tales como: factores neurotróficos, hormonas de 

naturaleza esteroidea, neurotransmisores, la despolarización, el incremento del 

flujo de calcio y la elevación del calcio intracelular. 

11.2.3.1 c-Fos y conducta sexual. 

La expresión de la proteína Fos se ha utilizado como un método para medir la 

respuesta de los circuitos neuronales involucrados en el control de la conducta 

sexual, sobre todo la respuesta del sistema de proyección vomeronasal en ratas y 

ratones, ante estímulos sexualmente relevantes, tanto en machos como en 

hembras (Paredes y col., 1998). Algunos trabajos en donde se ha utilizado la 

detección inmunohistoquímica de esta proteína como un indicador de la actividad 

neuronal, sugieren que los roedores hembra tienen un patrón sorprendentemente 

similar al de los machos en respuesta a estímulos feromonales derivados de una 

hembra en estro (Bressler y Baum, 1996). En otro estudio realizado por Wersinger y 

colaboradores en 1993, tanto ratas macho como hembras gonadectomizadas y 

tratadas con estrógenos fueron sometidas a varios estímulos sexualmente 

relevantes, los resultados mostraron patrones idénticos de inmunoreactividad para 

Fos en la amígdala medial anterior (MEA ant) y posterior (MEA pos), el núcleo 

lecho de la estría terminal (NLET), el tegmento dorsolateral y el área preótica 

medial (APM) (Wersinger y col., 1993). Los resultados anteriores demuestran 

claramente que la detección de la proteína Fos permite evaluar la participación del 

sistema de proyección vomeronasal en la detección e integración de estímulos 

sexualmente relevantes. 

Por otro lado, Bakker y colaboradores (1995) demostraron que las claves 

quimiosensoriales sexualmente relevantes derivadas de ratas hembra en estro 

aumentaban el número de neuronas inmunoreactivas a Fas en la amígdala medial 

posterior, el NLET y el APM de ratas macho castradas y tratadas con estradiol. 

También observaron aumentos similares en machos que habían sido tratados 
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neonatalmente con un inhibidor de la aromatasa, 1, 4, 6-androstatrien-3, 17-diona 

(ATO), el cual interfiere con la masculinización del núcleo dimórfico sexual del APM. 

Además, cuando Bakker y colaboradores expusieron a los machos a claves 

quimiosensoriales sexualmente relevantes derivadas del aserrín proveniente de 

machos sexualmente expertos, sólo observaron la activación de las áreas 

periféricas (BOA y la amígdala medial anterior); no se activaron las áreas centrales 

(NLET y APM) (Bakker y col., 1995; Domínguez-Salazar y col., 2002). 

Figura 4. Microfotografía representativa de células inmunoreactivas a Fos. La 

expresión de genes tempranos como FOS ha sido utilizada como un marcador de 

la actividad neuronal para delinear las regiones cerebrales involucradas con el 

despliegue de la conducta sexual. APM (área preóptica medial), MEA (amígdala), 

MT (capa mitral del bulbo olfatorio accesorio), GR (capa granular del bulbo olfatorio 

accesorio), NLET al (núcleo lecho de la estría termina anterolateral). 

16 



Diferentes autores han demostrado que la estimulación sexual y la estimulación 

vaginocervical inducida experimentalmente en ratas hembra y ratonas provoca un 

aumento en el número de células inmunoreactivas a Fosen el APM, HVM, el NLET, 

la amígdala medial, el BOA y el campo tegmental central (Oudley y col. , 1992; 

Erskine, 1993; Pfaus y col., 1993; Rowe y Erskine, 1993; Dudley y Moss, 1994). 

Con estas evidencias es claro que la detección inmunoreactiva de la proteína Fos 

permite mapear la actividad neuronal de las regiones que responden a estímulos 

asociados con la conducta sexual. 

11.3 Progesterona. 

El colesterol es el origen biosintético de todas las hormonas esteroideas, los 

mensajeros extracelulares elaborados por las gónadas y la corteza suprarrenal , 

más la placenta en las mujeres embarazadas. En general, las hormonas 

esteroideas controlan la fisiología celular a nivel de los genes. Actúan mediante la 

interacción con receptores proteicos intracelulares, y los complejos hormona­

receptor se unen a lugares específicos del genoma afectando la transcripción de 

genes responsivos a dichas hormonas. 

Una de las categorías más importantes de las hormonas esteroideas es 

denominada progestágenos (progesterona), que regulan los eventos asociados con 

la reproducción femenina y son los precursores de todas las demás hormonas 

esteroideas. Una característica general de estas hormonas es que no se 

almacenan para su liberación tras su síntesis. En consecuencia, la concentración 

de una hormona circulante está controlada por su tasa de síntesis, la cual , en 

última instancia, está regulada por el sistema nervioso central. La síntesis de las 

hormonas esteroideas involucra la hidrólisis de los ésteres del colesterol en las 

mitocondrias celulares del órgano blanco. Y allí, la enzima citocromo P450 

colesterol desmolasa (P450 scc), hidroxila la cadena lateral en C20 y C22 y la 

escinde, para producir el metabolito denominado pregnenolona, precursor de todas 

las demás hormonas esteroideas. La pregnenolona se convierte en la hormona 

esteroidea progesterona mediante una deshidrogenación y la isomerización de un 
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doble enlace catalizadas por las enzimas 3(3- hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 / 

3(3- hidroxiesteroide deshidrogenasa 2 (Mathews, 2002, Figura 5). 

o 

1. colesterol 2. 20, 22-dihidroxicolesterol 3. pregnenolona 

o o 

NAO" NAOH 

'>,, ¿ kotC)'onol kotdonol 

t~utomerismo uutomerismo 
o 

• 5 6. progesterona 

Figura 5. Ruta metabólica de síntesis para la progesterona (modificado de 

Mathews, 2002). 

En los mamíferos, el ovario es el sitio principal de síntesis y secreción de 

estrógenos y progesterona, provocando las fluctuaciones cíclicas en los niveles 

circulantes de dichas hormonas. Los folículos primarios tienen una actividad dual 

en la secreción de ambas hormonas y son responsables de la liberación del óvulo 

durante el ciclo normal. Antes de la ovulación, las células de la granulosa en el 

folículo biosintetizan y secretan estrógenos. Luego de la ruptura del folículo y la 

liberación del óvulo, estas células de la granulosa se diferencian y forman el cuerpo 

lúteo, el cual es responsable de la secreción de progesterona y estrógenos en la 

parte tardía del ciclo. En los humanos, si no ocurre la fecundación durante los tres 

primeros días de fertilidad, el cuerpo lúteo continuará expandiéndose por 10-12 

días más. Entonces se observa una regresión de dicha glándula y cesará la 

liberación tanto de estrógenos como de progesterona. Si un óvulo es fecundado, el 

cuerpo lúteo crecerá moderadamente y funcionará por los 2 a 3 primeros meses de 

embarazo (preñez). Luego de este tiempo retrocederá lentamente en tanto la 
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placenta asume el papel de biosíntesis hormonal para el mantenimiento de la 

gestación (Graham y Clarke, 1997). 

La liberación de progesterona por parte del cuerpo lúteo está influenciada por 

diversas hormonas. Una de las más importantes, LH (hormona luteinizante), ejerce 

su efecto mediante la activación de vías de señalización celular dependientes de 

AMPc (Marsh y col. , 1966). Otras hormonas como FSH (folículo estimulante) y PRL 

(prolactina) así como prostaglandinas y agentes 13 adrenérgicos controlan también 

la secreción de progesterona (Norman y Litwach, 1987). Algunos intermediarios 

como activina, la cual es estimulada por FSH e inhibe la secreción de progesterona 

por las células de la granulosa, y la folistatina, que es sintetizada por las células de 

la granulosa y es capaz de unir activina, contribuyen con el patrón regulatorio de la 

secreción de progesterona. Al momento de la implantación del blastocito en el útero 

de la rata, el incremento en la síntesis de progesterona está acompañado de la 

inducción de la expresión de folistatina ovárica, que parece favorecer la continua 

secreción de progesterona (Mercado y col., 1993). Una vez liberada, la 

progesterona es transportada en el torrente sanguíneo por la transcortina (globulina 

de unión a corticoesteroides ). Esta proteína ha sido identificada en diversas 

especies incluyendo a los humanos (Graham y Clarke, 1997). 

11 .3.1 Actividad fisiológica de la progesterona. 

A continuación se describirán algunos de los eventos asociados con la 

reproducción femenina en los cuales la progesterona ejerce un efecto modulatorio. 

11.3.1.1 Conducta sexual. 

De la misma manera en que ocurre en los tejidos reproductivos, la progesterona 

regula la fisiología celular en el sistema nervioso central para coordinar los eventos 

asociados a la reproducción femenina en varias especies (Mani, 2008). En 

roedores hembra cuyas gónadas están intactas, la liberación secuencial de 

estradiol y progesterona a partir del ovario integran la aparición de la conducta 

sexual (conducta estral) junto con la ovulación (Maní y col. , 1997). Esta conducta 

puede abatirse por la ovariectomía y restaurarse por el tratamiento crónico con 

estradiol y progesterona o con dosis altas de estradiol. Sin embargo, el tratamiento 
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secuencial con estradiol y progesterona maximiza ta probabilidad de que la hembra 

despliegue ta respuesta sexual de receptividad, la lordosis, al ser montada por un 

macho conespecífico. Aunque se han descrito diversos mecanismos celulares 

mediante los cuales la progesterona actúa en el cerebro, el efecto principal de esta 

hormona sobre la conducta sexual involucra su interacción con PR intracelulares, 

inducidos por estradiol. Correlaciones espaciales, temporales y funcionales 

sugieren que los PR inducidos por estradiol, tras la unión de su ligando cognado, 

funcionan como reguladores y/o potenciadores de la transcripción de genes 

responsivos a progesterona lo que provoca o sostiene una respuesta fisiológica que 

afecta los circuitos neuronales involucrados en el control de la conducta sexual 

(Mani y col. , 1997). Es bien sabido que los PR neuronales expresados en el HVM y 

en el APM median ta facilitación de las conductas femeninas proceptivas y 

receptivas inducidas por progesterona. El curso temporal del despliegue y 

terminación de la conducta sexual es paralelo al incremento y disminución, 

respectivamente, de los sitios de unión a progestinas en estas áreas cerebrales 

(Maní y col., 1997). 

El incremento en la concentración de PR citosólicos desocupados en las neuronas 

del hipotálamo, seguido de la acumulación de PR nucleares unidos a ligando en 

respuesta a una dosis efectiva de progesterona se correlaciona con el 

establecimiento de la conducta sexual en roedores. Esto indica que la facilitación 

de la conducta sexual inducida por progesterona está regulada por los receptores 

intracelulares en un mecanismo de dos pasos, la acumulación de sitios de unión en 

el citoplasma celular y la translocación nuclear del PR unido al ligando (Blaustein y 

Feder, 1980). Además, estudios realizados en cobayos muestran que la 

progesterona puede inducir un estado de refracción o resistencia durante el cual los 

animales están hiposensibles a dicha hormona. En este periodo, la concentración 

de PR desocupados disminuye en las neuronas del hipotálamo. El tratamiento con 

progesterona resulta en niveles bajos de PR nucleares unidos a ligando, lo que 

sugiere que la hiposensibilidad, y la consecuente terminación de la conducta 

sexual , se debe a la incapacidad de acumular una cantidad adecuada de PR 
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ocupados en respuesta a progesterona (Blaustein y col. , 1994). Diversos estudios 

en que se han utilizado antagonistas del PR, inhibidores de la transcripción de ARN 

y de la síntesis de proteínas, oligonucleótidos antisentido dirigidos al ARNm que 

codifica para el PR, han provisto evidencia irrevocable de que la facilitación de la 

conducta sexual inducida por progesterona requiere la participación de los PR 

(Meisel y Pfaff, 1984; Ogawa y col. , 1994). El desarrollo de los ratones PRKO ha 

representado una herramienta muy importante para delimitar los efectos de los PR 

intracelulares sobre la conducta copulatoria femenina; análisis in vitro de unión de 

ligando en el hipotálamo mediobasal demostraron que la concentración de PR se 

redujo 70% y 40% en las ratonas PRKO y heterocigotas, respectivamente, 

comparada con las ratonas silvestres (WT) dejando claro que las ratonas PRKO 

presentan una reducción significativa en los niveles de PR. Los niveles bajos de PR 

se han correlacionado con la receptividad sexual en los animales PRKO. Ratonas 

heterocigotas y silvestres tratadas con estradiol y progesterona exhiben niveles 

altos de receptividad sexual en respuesta a la cópula con machos silvestres, sin 

embargo, las ratonas PRKO, bajo las mismas condiciones, presentan una 

respuesta mínima ante la cópula con machos silvestres (Maní y col., 1997). 

Estudios de neuroanatomía han mostrado la colocalización de neurotransmisores y 

neuropéptidos en núcleos cerebrales que expresan PR. Se ha reportado que las 

neuronas inmunoreactivas a la dopamina-J3-hidroxilasa y a la tirosina hidroxilasa 

hacen contactos sinápticos con las neuronas inmunoreactivas a PR en el 

hipotálamo y en el APM de cobayos, ratas y monos (Blaustein y Mani, 2006). 

Además de la progesterona, los neurotransmisores como la serotonina (5-HT) 

afectan el despliegue de la conducta de lordosis (Gereau y col. , 1993). 

Dependiendo del subtipo del receptor activado, los agonistas de los receptores 5-

HT pueden inhibir o facilitar la conducta de lordosis (Uphouse y col. , 2009). La 

activación de los receptores 5-HT1A en el hipotálamo ventromedial es responsable, 

principalmente, de los efectos inhibitorios sobre la lordosis inducidos por la 

serotonina. En contraste, la activación de los receptores 5-HT 2N2C facilita el 

despliegue de la conducta sexual femenina en roedores y atenúa la inhibición 
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mediada por los receptores 5-HT 1A en el hipotálamo. El tratamiento hormonal que 

facilita el despliegue de la lordosis disminuye la actividad de los receptores 5-HT 1A y 

potencia la actividad de los receptores 5-HT 2N2C (Uphouse y col. , 2009). 

11.3.1.2 Sistema Nervioso Central. 

La progesterona estimula las vías de señalización del ácido y-aminobutírico (GABA, 

por sus siglas en inglés) en áreas específicas del cerebro. Se ha postulado que los 

aumentos mediados por progesterona en los sitios de enlace del receptor GABAA 

en algunas áreas cerebrales, incluyendo aquellas donde su expresión es baja o 

ausente, contribuye a la estimulación de la conducta de lordosis en ratas y 

hámsteres, suprime la conducta agresiva e induce la liberación de GnRH (Maggi y 

Pérez, 1984 ). Parte de este efecto pudiera estar mediado por una interacción 

directa entre los metabolitos 5-alfa reducidos de la progesterona y el receptor 

GASA.A en regiones que no expresan el PR, y por el PR en estructuras tales como 

el hipotálamo. En el hipotálamo ventromedial, el tratamiento secuencial con 

estrógenos y progesterona potencia la liberación de norepinefrina, inducida por 

oxitocina (Vincent y Etgen, 1993), la cual estimula la conducta sexual dependiente 

de hormonas a través de las proyecciones noradrenérgicas. También la 

progesterona y los estrógenos regulan la conducta de lordosis afectando la síntesis 

del POMC (proopiomelanocortina), el precursor de las (3-endorfinas, en el 

hipotálamo ventromedial. Los estrógenos regulan negativamente la síntesis de este 

péptido y la progesterona previene esta regulación negativa (Wilcox y Roberts, 

1985). La (3-endorfina disminuye la secreción pituitárica de LH y FSH. En el área 

preóptica medial/hipotálamo anterior de ratas, la progesterona aumenta la actividad 

de la adenilato ciclasa y, consecuentemente, los niveles de AMP cíclico (Collado y 

col. , 1985) y regula de manera negativa el recambio de serotonina (Gereau y col., 

1993), ambos eventos se han correlacionado con un aumento en la conducta 

sexual. 

11.3.1.3 Ovulación. 

Aunque el ovario ha sido reconocido como el tejido endócrino primario en la 

biosíntesis y liberación de progesterona, definir este esteroide como un modulador 
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local de la fisiología ovárica representó un tema controversia! durante muchos años 

(Yoshimura y col. , 1987). Sin embargo, las evidencias de que la progesterona 

pudiera participar en la regulación autócrina de la función del ovario surgieron 

cuando se demostró que la hormona luteinizante (LH), señal primaria para la 

ruptura de los folículos preovulatorios que provoca la ovulación, podía estimular la 

expresión transitoria del ARNm del PR y la consecuente síntesis de la proteína en 

células de la granulosa aisladas de folículos preovulatorios (Park y Mayo, 1991 ; 

Natraj y Richards, 1993), y que inhibidores de la síntesis de progesterona, así como 

el antagonista de progestinas RU486 inhiben la ovulación (lydon y col. , 1995). El 

fenotipo ovárico de las ratonas PRKO resultó esencial para el esclarecimiento de la 

regulación mediada por PR (Figura 6). A pesar de la exposición a niveles 

superovulatorios de las gonadotropinas PMSG (gonadotropina sérica de yegua) y 

hCG (gonadotropina coriónica humana), las ratonas PRKO no ovulan. El análisis de 

la histología de estas ratonas reveló un desarrollo normal de los folículos 

intraováricos en la etapa folicular (lydon y col., 1995). los folículos contienen 

ovocitos maduros que son totalmente funcionales cuando se aíslan y se fertilizan in 

vitro. Aún con el bloqueo ovulatorio, las células de la granulosa dentro de los 

folículos pueden diferenciarse en el fenotipo luteal (Robker y col. , 2000). Por lo 

tanto, PR es necesario específicamente para la ruptura folicular dependiente de LH, 

lo que lleva a la ovulación, pero no se requiere para la diferenciación de las células 

de la granulosa en el cuerpo lúteo (luteinización). 

La ruptura folicular requiere la inducción de una respuesta inflamatoria mediada por 

prostaglandina así como la degradación def folículo preovulatorio, evento mediado 

por proteasas que degradan la matriz extracelular (revisado en Conneely y col., 

2002). Los análisis de la expresión de mediadores potenciales de la ovulación en 

las ratonas PRKO han demostrado que la regulación de Cox-2, enzima que cataliza 

la producción de prostaglandinas, está intacta (Robker y col. , 2000). Cox-2 es 

expresada por células del cúmutus en la granulosa y es necesaria para la ovulación 

(Dinchuk y col., 1995; Morham y col. , 1995). En contraste, la expresión de las 

metaloproteasas ADAMTS-1 (desintegrina y metaloproteasa con motivos de 
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trombospondina) y catepsina-L (cisteínproteasa lisosomal) está inhibida en células 

de la granulosa de los folículos maduros en las ratonas PRKO (Robker y col. , 

2000). 
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Figura 6. La ovulación depende críticamente de la función del PR. (A) Número 

promedio de ovocitos (± DE) liberados luego de la sobreexposición a 

gonadotropinas en ratonas silvestres (WT), en ratonas que no expresan 

específicamente la isoforma A o B del PR (PRAKO-/- y PRBKO-/- respectivamente) 

y en ratonas que no expresan ninguna de las dos isoformas (PRKO-/-). (B) 

Muestras de tejido de ovarios teñidas con hematoxilina y eosina obtenidas de 

ratonas WT y PRKO-/- luego de ser tratadas con concentraciones superovulatorias 

de gonadotropinas. Barras de escala: paneles superiores 200 µm, paneles 

inferiores 50 µm (modificado de Conneely y col., 2002). 

ADAMTS-1 es esencial en la ovulación (Shindo y col., 2000), lo que sugiere que 

esta proteína es un regulador crítico de la ovulación inducida por progesterona. 

Estudios realizados en células de la granulosa de rata sugieren que el incremento 

inducido por progesterona en los niveles de relaxina, hormona peptídica secretada 

por el cuerpo lúteo, facilita la ruptura folicular mediante el incremento de los niveles 

de expresión del: activador tisular del plasminógeno (tPA), la colagenasa, la 
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proteoglicanasa y la 13-glucoronidasa. Esto es apoyado por reportes en ratas donde 

un tratamiento con epostano, que inhibe la 313-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 

reduce los niveles de progesterona y consecuentemente disminuyen los niveles de 

las enzimas que degradan la matriz extracelular (Tanaka y col. , 1992). 

11.3.1.4 Desarrollo uterino. 

En el útero y a través de todo el tracto reproductivo femenino, grupos 

especializados de células son sometidos a continuos eventos sincronizados de 

proliferación y diferenciación en respuesta a los altibajos cíclicos en los niveles de 

estrógenos y progesterona (Lydon y col. , 1995). Se sabe que en respuesta a 

señales de decidualización, estrógenos y progesterona promueven cambios 

morfológicos en el crecimiento y diferenciación de los estratos celulares epitelial y 

del estroma en el compartimiento endometrial (Clarke y Shuterland, 1990). El PR se 

expresa en el compartimento epitelial, estroma! y miometrial del útero, y dicha 

expresión es inducida por estrógenos (Tibbets y col. , 1998). El estímulo primario de 

proliferación del compartimento epitelial son los estrógenos (Conneely y Lydon, 

2000, Figura 7), mientras que la progesterona, mediante los PR del estroma (Kurita 

y col. , 1998), inhibe la hiperplasia del tejido epitelial glandular y luminal producida 

por estrógenos. 

En contraste, la progesterona ejerce un efecto proliferativo y de diferenciación 

sobre el compartimento estroma! (Conneely y col ., 2000). La proliferación de estas 

células y su diferenciación a células deciduales requiere de la estimulación de 

estrógenos y progestinas. La especificidad de los efectos proliferativos de la 

progesterona en el tejido uterino pudieran deberse a la regulación de la expresión 

de receptores para factores de crecimiento y de sus ligandos peptídicos, eventos 

que ocurren de manera particular en ciertos tipos celulares (Graham y Clarke, 

1997). El factor de crecimiento tipo EGF de unión a heparina (HBEGF-likeGF) es 

inducido por progesterona específicamente en las células del estroma, en donde 

actúa como mitógeno; en contraste, el tratamiento con progestinas suprime la 

expresión de este factor de crecimiento en el epitelio luminal y glandular (Graham y 

Clarke, 1997). De la misma manera, la progesterona induce la expresión de 
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prolactina y TGF-13 en células estromales e inhibe la producción de enzimas que 

degradan la matriz extracelular (matrilisinas) y prolactina por parte del epitelio 

uterino. 
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Figura 7. El útero de una ratona PRKO es incapaz de realizar la decidualización. 

(A) Respuestas del útero de ratonas WT y ratonas PRKO-/- ante una estimulación 

mecánica capaz de inducir la decidualización (proliferación de las células del 

estroma y su diferenciación en células deciduales). Las flechas negras indican el 

cuerno uterino no estimulado mientras que las flechas blancas denotan el cuerno 

uterino luego de la estimulación. Es evidente la diferencia en el tamaño del cuerno 

uterino entre ambos genotipos. (8) Peso del útero (mg) luego de la decidualización 

(modificado de Conneely y col., 2002). 
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La estimulación estrogénica induce la proliferación celular en el endometrio a través 

de vías de señalización activadas por factores de crecimiento, incluyendo el factor 

de crecimiento tipo insulina (IGF-1); los efectos producidos por IGF están 

controlados por la progesterona, mediante la regulación de la proteína 1 de unión a 

IGF (IGFBP-1); dicha proteína podría estar actuando de manera paracrina en la 

inhibición de la proliferación de células epiteliales, debido a que las progestinas 

aumentan la secreción de IGFBP-1 a partir de células del estroma en el endometrio. 

Se ha postulado que la unión de IGFBP-1 a IGF evita la interacción del factor de 

crecimiento con su receptor cognado, lo que provoca una menor responsividad a 

IGF (Giudice y col., 1991 ; Bell y col., 1991; Pekonen y col., 1992; Westley y May, 

1994 ). La progesterona podría estar controlando la proliferación de las células del 

estroma por un mecanismo autocrino con IGFBP-1. La trombospondina 1, 

glicoproteína de la matriz extracelular que inhibe la angiogénesis, es producida por 

las células del estroma ante el tratamiento con progesterona, lo que sugiere que 

esta glicoproteína regula la formación vascular y la diferenciación en el 

compartimento estroma! (Graham y Clarke, 1997). 

Las ratonas PRKO ovariectomizadas presentan amplias anormalidades 

morfológicas en el útero y el tracto reproductivo bajo al someterse a un tratamiento 

crónico de estradiol y progesterona, está característica se relaciona con 

experimentos en ratonas WT ovariectomizadas tratadas con estrógenos durante 

periodos prolongados en ausencia de progesterona (Quarmby y Koarch, 1984 ). La 

carencia del PR resulta en una hiperplasia del compartimento epitelial debido a la 

falta de oposición contra la actividad de los estrógenos (Lydon y col. , 1995). En 

contraste, el compartimento estroma! presenta baja proliferación debido a la 

incapacidad para responder a las señales mitogénicas (Conneely y Lydon, 2000). 

Mientras el estradiol es un fuerte agente proinflamatorio en el útero, la progesterona 

ejerce un fuerte efecto antiinflamatorio mediado por PR. La disrupción del PR 

resulta en la alteración de la arquitectura uterina acompañada de una fuerte 

respuesta endémica con la infiltración de neutrófilos y macrófagos al 

compartimiento estroma! del útero (Conneely y Lydon, 2000). De acuerdo con estas 
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observaciones, se ha mostrado previamente que la progesterona regula la 

expresión de interleucina-8 (IL-8), citocina quimiotáctica para neutrófilos y linfocitos, 

en cultivo de fibroblastos uterinos. Probablemente, el efecto antiinflamatorio del PR 

en el útero es importante en la facilitación de la implantación del embrión y la 

protección contra el rechazo inmune (lto y col., 1994). 

11.3.1.5 Implantación uterina. 

La infertilidad de las ratonas PRKO también está asociada con una implantación 

uterina defectuosa y la ausencia de diferenciación decidual de las células del 

estroma en respuesta a la progesterona (Lydon y col., 1995). De acuerdo con estas 

observaciones, embriones derivados de ratonas WT fallaron en la implantación al 

ser transferidas al útero de hembras PRKO pseudopreñadas. La decidualización 

está vinculada con el incremento del peso uterino y la apariencia histológica 

característica asociada con la diferenciación de las células del estroma en células 

deciduales. Ambas respuestas están ausentes en las ratonas PRKO, a las cuales 

se les estimuló mecánicamente el cuerno izquierdo del útero (Conneely y col. , 

2002, Figura 7). Se ha demostrado que la progesterona induce la secreción de 

factores de crecimiento a partir del epitelio luminal y glandular en el endometrio de 

ratón, dichos factores promueven la proliferación de las células del trofectodermo 

del blastocito que expresan los receptores para EGF, facilitando la implantación 

(Das y col. , 1994). 

Durante la preñez temprana, el ARNm del receptor para EGF también es inducido 

por progesterona en el estroma del útero materno pero no en el epitelio glandular o 

luminal (Das y col. , 1994). En los primeros dos días de preñez en ratón, el factor de 

crecimiento tipo insulina (IGF-1) es secretado a partir del epitelio glandular y luminal 

del útero bajo la estimulación con estrógenos, lo que contribuye a los efectos sobre 

el blastocito. Luego de este tiempo, la secreción a partir del epitelio disminuye e 

incrementa significativamente la síntesis y secreción de IGF-1 a partir del estroma 

por la presencia de progesterona, lo que resulta en un aumento de la proliferación y 

en el alargamiento del útero (Kapur y col., 1992). Se ha postulado que el 

incremento en la expresión de los receptores para factores de crecimiento en las 
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células del estroma facilita los efectos del EGF, TGFa (Transforming Growth Factor 

a) y el HBEFG-like -GF secretados a partir del epitelio y del IGF-1 del estroma, lo 

que culmina en ra estimulación de la proliferación de tejidos especificos. 

En base a las evidencias que muestran la participación de diferentes proteínas y 

factores de- crecimiento en la implantación, se demostró que las hembras PRKO 

presentan derogada la regulación de genes que responden a progesterona y que 

están asociados con la implantación, entre ellos calcitonina (CT), histidina 

descarboxilasa (HOC) y amfiregutina (AR) cuya expresión se incrementa en el 

epitelio uterino en respuesta a progesterona y está relacionada con Ja receptividad 

uterina (Das y col. , 1995; Paria y cot. , 1998). La lactoferrina (LF), gJicoproteína de 

secreción epitelial vinculada con la implantación, es inducida por estradiol e inhibida 

por progesterona. En el caso de las ratonas PRKO, LF se expresa aún en la 

presencia de progesterona (Conneely y col. , 2002). Estos resultados resaltan la 

importancia dual del PR en el desarrollo del durante la decidualización y en la 

formación del fenotipo uterino que permite la implantación del huevo fecundado. 

11.3.1.6 Desarrollo lóbulo-alveolar de las glándulas mamarias. 

La progesterona y estrógenos son las principales- hormonas esteroideas 

involucradas en el desarrollo normal de las glándulas mamarias así como en la 

tumorogénesis (revisado en Conneely y Lydon, 2000), evento que depende de la 

comunicación molecular recíproca entre los compartimentos estromal y epitelial 

(Cunha y Yom, 1996). Durante la preñez, se incrementan las ramificaciones, 

proliferación alveolar y la diferenciación de los lóbulos alveolares primordialmente 

por la estimulación con progesterona. Lydon mostró que la localización del PR está 

principalmente en el lúmen del epitelio mamario; además, utilizando técnicas de 

transplante de glándula mamaria, se ha demostrado que el epitelio mamario y no el 

estroma es el bJanco primario para 1a progesterona durante la proliferación y 

diferenciación de la glándula mamaria (Lydon y col. , 2000). Estudios en las ratonas 

PRKO han confirmado reportes previos de que el PR participa en la proliferación y 

diferenciación del epitelio mamario. La ablación del PR provoca la dísmínucíón del 

desarrollo asociado a la preñez y la ramificación dicotómica del epitelio ductal; la 
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ausencia de las gemas terminales; y una inhibición completa de la diferenciación 

lóbulo-alveolar en respuesta al tratamiento con estrógenos y progesterona 

(Conneely y Lydon, 2000, Figura 8). 

Figura 8. Apariencia moffológica de las •glándulas mamaña de fatonas sifvestres y 

PRKO, tratadas con progesterona o con vehfcufo. Tejido inguinal de Jas glándutas 

mamarias de ratonas. wr (A) y PRKO (B} ovar~ectomízadas; tejido inguinaf de Jas 

glándulas mamarias de ratonas WT (C) y PRKO (D) ovariectomizadas, y tratadas 

con estradiol y progesterona. Barra de ·escala ·500 pm,. (D). Microscopía confocal 

de·I extremo terminal der dueto en tas ratonas WT (E). y PRKO (F) que confirma la 

ausencia total de los botones ductales en las PRKO; barras de escala 20 µm 

(modificado de Lydon y col., 1995). 
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Aunque se desconocen los mecanismos moleculares por los que el PR influencia el 

epitelio mamario, el fenotipo de las ratonas PRKO es similar al de los ratones 

mutantes de factores STAT (Signal Transducer and Activators of Transcription) (Liu 

y col. , 1997), ciclina 01, Receptor para prolactina, PRLR y del Receptor para el 

Factor de Crecimiento Epidermal, EGFR (revisado en Conneely y Lydon, 2000). Es 

probable que dichos factores converjan en las vías de señalización por las cuales 

provocan un efecto fisiológico. Estudios in vitro demuestran que la progesterona 

puede inducir la expresión de factores de crecimiento, incluyendo EGFR, STAT5a y 

ST AT5b, y la proteína de regulación del ciclo celular ciclina 01 en células de cáncer 

de mama (Musgrove y col., 1993). Con respecto a ciclina 01, Said y colaboradores, 

demostraron que los efectos proliferativos del PR sobre el epitelio mamario están 

estrechamente relacionados con el incremento en los niveles de ciclina 01 inducido 

por el propio PR; ambas respuestas están ausentes en las ratonas PRKO (Said y 

col., 1997). Debido a que ST AT5a es un importante transductor de las señales 

inducidas por prolactina (PRL), este factor de transcripción representaría un punto 

de convergencia entre progesterona y prolactina durante el desarrollo de las 

glándulas mamarias. La progesterona podría regular la proliferación de las células 

epiteliales a través de mecanismos paracrinos en donde los PR expresados en 

células que se encuentran en un estado quiescente pudieran inducir señales de 

proliferación que estimulan a las células vecinas. Brisken y colaboradores 

demostraron que la glicoproteína de secreción Wnt-4 se coexpresa en células 

inmunoreactivas a PR y que dicha expresión está regulada de manera indirecta por 

el receptor para progesterona. Wnt-4 es esencial para la regulación paracrina de la 

ramificación ductal, ya que promueve la proliferación de las células del epitelio 

ductal (revisado en Conneely y col., 2001 ). 

11.4 Receptor para progesterona. 

Los efectos de la progesterona, de acuerdo al mecanismo clásico, están mediados 

por receptores nucleares. El receptor proteico que se enlaza de manera específica 

a la progesterona fue caracterizado inicialmente en el útero de mamíferos y en el 

oviducto de pollo a principios de los 70's (Milgrom y col. , 1970; Sherman y col., 
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1970). O'Malley y sus colaboradores determinaron que el PR del oviducto de pollo 

era un dímero com_puesto de dos proteínas receptoras, PR A y PR B, cada una de 

.las cuales s.e enlazaba .a la proge.sterona .(Sp.elsb.erg y col. , 1972). Las proteínas A 

y B del PR de humano fueron caracterizadas en células cancerosas de mama tanto 

in vitro (Lessey y col., 1983) como in vivo (Horwitz y Alexander, 1983). Éstas son 

detectadas con un peso molecular de 81 y 115 kOa, respectivamente. Las dos 

isoformas del PR son codificadas por un solo gen cuya expresión está bajo el 

control de dos promotores distintos, cada uno de los cuales da origen a un 

subgrupo de e.species de ARN mensajero para el PR (Kastner y col ., 1990). 

H.4.1 Gen PGR y el receptor para progesteroria. 

El gen que codifica para el PR humano contiene ocho exones y se localiza sobre el 

cromosoma 11 q22.1 . Como se muestra en la figura 9, el PR se caracteriza por sus 

isoformas generadas por splicing alternativo (Kastner y col. , 1990). Las dos 

isoformas principales del PR son PR-B y PR-A, las cuales se expresan de .un solo 

.gen como resultado de ta transcripción de dos promotores alternat1vos y del inicio 

de traducción en dos codones AUG diferentes (Conneely y col. , 2001 ). En el mismo 

contexto, una tercera isoforma, PR-C, también ha sido descrita (Condon y col., 

2006). Los exones 1 y 2 pueden considerarse como exones para splicing 

alternativo y/o para una traducción alternativa dado que todo el exón 1 y la mayor 

parte del exón 2 están seccionados de la isoforma PR-C y parte del exón 1 está 

escindido de la .isoforma PR-A. Los exones restantes se conservan luego del 

proceso de splicing dado que están incluidos en todas las isoformas principales 

(Chen y col ., 2008). 

Las isoformas principales varían en la longitud pero no en la secuencia de 

aminoácidos (por ejemplo no cambia el marco de lectura abierta). La isoforma B 

consta de 933 aminoácidos mientras que la isoforma A care~ de un segmento de 

164 aminoácidos en Ja región amino terminal, esto determina ta capacidad 

transactivacional de cada isofoma. La arquitectura general de los dominios del PR 

se muestra en la figura 9C. Estructuralmente, ambas isoformas constan de una 

región amino terminal, un dominio de unión al AON (080, por sus siglas en inglés) 
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localizado en la parte central de la proteína y un eje carboxilo terminal que incluye 

señales para translocación nuclear así como un dominio de unión a ligando (LBD, 

por sus siglas en inglés). 

A 3· 5' 

chr11: 100450000 1 100500000 1 

11q22 .1 11 21 

PGRA llt-..+---..-+~--- ------+.-----.------------------+--·---. ------------~-...--.-~ 
PGRB .lf---i----..-+i'·-,.....----r----------· ..-..... _..+------------------..-__..~ ... 

B 
1-1637 

t t t 
PGRB (1) PGRA (495) PGRC (1785) 

e PR-B rR-A IF PR-C 

r r 
1 165 456 546 595 642 687 933 

1 1 kDBDJ H 1 LBD 1 -AF3 AF1 637-644 AF2 
NLS 

Figura 9. Estructura general del receptor para progesterona (PR). (A) Localización y 

orientación del PGR en el genoma humano. (8) Estructura del gen PGR. Los sitios 

de inicio de traducción para las isoformas del PR están indicados con flechas. (C) 

Ilustración esquemática de los dominios en el receptor para progesterona humano. 

Los números representan la posición de los aminoácidos que delinean el inicio y el 

final de cada dominio estructural. AF (función de activación), IF (región con función 

inhibitoria), DBD (dominio de unión al ADN), NLS (señales de translocación 

nuclear), H (región de unión), LBD (dominio de unión a ligando) (modificado de 

Chen y col. , 2008). 

La proteína también contiene tres dominios con función para la activación 

transcripcional (AF). El AF-1 está localizado río arriba del dominio 080 mientras 

que el AF-2 se encuentra en el dominio LBD (Hirata y col. , 2003). El otro dominio 
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para la activación transcripcional {AF-3) es único para la isoforma PR-8 y se 

localiza en la región N-terminal (Meyer y col. , 1992; Sartorius y col. , 1994 ). Además, 

.el PR contiene también una r.e.gión .con función inhjbitoria denominada JF, p.or sus 

s1glas en inglés, localizada entre los dominios AF-3 y AF-1 ; se ha propuesto que 

ésta es responsable de la autoinhibición y la transrepresión del PR (Abdel-Hafis y 

col. , 2002). La función de la isoforma PR-C es desconocida aún {Hirata y col., 2000; 

Yamanaka y col. , 2002). Dicha isoforma es traducida a partir de un sitio de inicio de 

traducción dentro del marco de lectura abierto, Met 595
, presente en la sección final 

del segundo exón de PGR. Dado g.ue et PR-C carece del DBD, diferentes autores 

han demostrado que dicha .isoforma es incapaz de actuar como un fact.or de 

transcr1pción, aún formando un heterodímero con el PR-8 0/Jei y col., 1997). 

11.4.2 Funcionamiento del receptor para progesterona. 

En tanto que el receptor para progesterona existe como dos isoformas, la expresión 

de dichas proteínas se con.servª en numerosas especies de vertebrados incluyendo 

a los humanos y roedores {Bethea y Widmann, 1998; Lessey y col., 1983) y la 

proporción de -las isoformas individuales varia en los tejidos reproductivos en 

función del estado del desarrollo y hormonal {Manga! y col. , 1997; Shyamala y col. , 

1990) así como de la carcinogénesis {Graham y col. , 1996). 

Ambas proteínas, PR-A y PR-8, son factores de transcripción activados por ligando. 

La unión de .la progester.ona a cualquiera d.e los PR jndu.ce cambios 

conformacionales en la proteína {AJlan y col., 1992) que resuitan en la dimerización 

de complejos receptor-ligando (Guiochon-Mantel y cot., 1989), en el aumento en la 

fosforilación del receptor (Weigel, 1994) y en la unión de los dímeros proteínicos a 

secuencias específicas de DNA de respuesta a hormonas, localizadas en las 

regiones promotoras de los genes blanco (Tsai y O'Malley, 1994). Entonces, los 

complejos proteínicos activados reclutan coactiv~dores específicos y factores 

generales de transcripción formando multímeros de iniciación de la transcripción 

funcionales sobre la región promotora del gen (Kamei y col. , 1996). La respuesta a . 

la progesterona se manifiesta como una alteración del fenotipo celular debido a la 

regulación de la expresión de genes específicos dependiente del PR. Actualmente 
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se han definido las características estructurales generales necesarias para que el 

receptor para progesterona lleve a cabo su actividad fisiológica. La región amino 

terminal esta conservada pobremente entre las especies y contiene dominios de 

función transactivacional (AF-1 y AF-3) que regulan el nivel de transcripción génica 

y la especificidad por el promotor (Meyer y col., 1992; Sartorius y col. , 1994; Tora y 

col. , 1988). El dominio de unión al ADN está altamente conservado y se localiza en 

la parte central de la proteína conteniendo aminoácidos que contribuyen tanto para 

la dimerización del receptor así como para la especificidad de la unión al ADN 

(Freedman, 1992., Luisi y col., 1991). Río abajo del dominio de unión al ADN yace 

una pequeña región hipervariable que contiene señales de translocalización nuclear 

y un dominio adicional de transactivación (AF-2) (Hollenberg y Evans, 1988., Picard 

y Yamamoto, 1987). El dominio de unión a ligando (L8D, por sus siglas en inglés) 

se localiza río abajo de esta región y presenta una actividad completa. Además de 

su capacidad para interactuar con la progesterona, contiene secuencias 

importantes para que el receptor inactivo pueda interactuar con proteínas "heat 

shock" celulares así como residuos necesarios para la dimerización del receptor, la 

actividad transactivacional y el silenciamiento inter e intramolecular (Fawell y col. , 

1990; Pratt y col. , 1988; Vegeto y col. , 1992). 

Las isoformas PR-A y PR-8 difieren solamente por que el PR-8 presenta un 

segmento adicional de 164 aminoácidos localizado en la región amino terminal del 

receptor. Se ha demostrado que esta región codifica un dominio de función de 

transactivación específico de la isoforma 8 (Sartorius y col. , 1994; Wen y col. , 1994) 

y permite especificar aquellos genes que serán activados por la isoforma 8 pero no 

por la isoforma A (McDonnell, 1995). Por lo tanto, ambas proteínas A y 8 del 

receptor para progesterona son capaces de interactuar con la progesterona, 

dimerizarse y unirse a los elementos de respuesta a progesterona, y reclutar la 

maquinaria de transcripción para regular la expresión génica. Cuando se expresan 

en las células en proporciones equimolares, las isoformas A y 8 pueden 

dimerizarse y unirse al ADN como tres especies: homodímeros A:A o 8 :8 o en 

heterodímeros A:8. La contribución específica de cada una de estas especies en la 
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mediación de los efectos de la progesterona dependerá de las propiedades 

diferenciales de transactivación proporcionadas por el dominio específico de la 

isoforma 8. 

A 

Factores de cntelmlento 
Hormonas 
Dopa mina 
Nucleótldoa clcl lcoa 

TninSflCllUdorn 
Canales Jónicos 

B 

Figura 1 O. Mecanismo de acción del PR. (A) La progesterona se une de manera 

específica a proteínas receptoras en el citoplasma denominadas receptores para 

progesterona. El complejo hormona-receptor se transloca al núcleo en dónde 

puede regular la transcripción de genes específicos. PR (receptor para 

progesterona), HRE (elementos de respuesta a hormonas), HSP (proteínas de 

choque térmico). (8) Se ha establecido que la isoforma PR-A puede afectar la 

capacidad transcripcional de otros miembros de la familia de receptores nucleares, 

incluido el receptor para estrógenos (ER). Uno de los mecanismos propuestos es la 

interferencia estérica, mediante el cual el PR bloquea la interacción entre el ER y la 

maquinaria basal de transcripción. 

Existe evidencia que demuestra que el PR-A y el PR-8 son funcionalmente 

diferentes. Primero, cuando se expresan de manera individual en un cultivo celular, 

PR-A y PR-8 manifiestan diferentes propiedades transactivacionales específicas 
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del tipo celular y del promotor sobre el que actúan (Kastner y col. , 1990; Hovland y 

col., 1998). Se ha demostrado que el PR-8 funciona como un potente activador de 

la transcripción de varios genes responsivos a la progesterona en una variedad de 

líneas celulares en la cuales el PR-A está inactivo. Estos hallazgos sugieren que el 

PR-A y el PR-8 regulan la expresión de diferentes genes blanco en respuesta al 

estímulo con progesterona y cada proteína presenta capacidades diferentes de 

transactivación de manera tejido-específico. Segundo, cuando las isoformas A y 8 

se coexpresan en un cultivo celular, en el contexto en que el PR-A está activado 

por un agonista y no tiene la capacidad de interactuar con ninguna región 

promotora, dicha proteína actúa como un represor dominante de la actividad del 

PR-B (Kraus y col. , 1995). El carácter represor del PR-A, que parece ser selectivo 

sólo para esta isoforma, no solo se extiende para PR-8 sino para otros receptores 

para hormonas esteroideas. Se ha demostrado que la isoforma A inhibe la activad 

transcripcional de los receptores para estrógenos, glucocorticoides y 

mineralocorticoides presumiblemente mediante el reclutamiento competitivo de 

coactivadores comunes (McDonnell y col., 1994). Tercero, el PR-A y el PR-B 

responden de manera diferente a los antagonistas. Mientras que el PR-A unido a 

un antagonista se mantiene inactivo, la isoforma 8 unida a un antagonista se 

convierte en un potente activador de vías de señalización tipo MAPK en las células 

que expresan el PR-8 (8eck y col., 1993). Finalmente, se ha observado que 

cuando ambas isoformas están unidas a un antagonista pueden reprimir la 

actividad del receptor para estrógenos (Kraus y col., 1997). 

11.4.3 Distribución anatómica del receptor para progesterona. 

La expresión del PR ha sido descrita en tejidos que se sabe responden a 

progesterona tales como el útero (García y col. , 1988; Press y Greene, 1988; Press 

y col. , 1988) y el ovario (Duffy y Stouffer, 1995; Park-Sarge y col., 1995), en la 

bolsa de Fabricio y oviducto de pollo (Spelsberg y col. , 1972; Ylikomi y col. , 1985). 

También se ha descrito su presencia en otros tejidos reproductivos tales como 

testículos (Temer, 1977) y tejido vaginal (8atra and losif, 1985). Por otro lado, 

estudios de RT-PCR, hibridación in situ y western blot han demostrado que las 
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isoformas A y B del PR se expresan de manera constitutiva en las regiones que 

componen al SPV así como en la hipófisis (Guerra-Araiza y col., 2000, Figura 11) y 

también que la actividad de estas proteínas en regiones como el APM y el HVM es 

necesaria para la expresión de la conducta sexual femenina en los roedores (Mani, 

2008). Estas áreas están asociadas con la producción y libración de factores 

liberadores de hormonas sexuales (Kato y col., 1978; MacLusky y col. , 1980; 

MacLusky y McEwen, 1980). 

Jsoformas A y B del PR en el cerebro de rata 
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Figura 11. Distribución de las isoformas A y B del PR en el cerebro de la rata. 

Aunque la expresión del PR ha sido descrita en tejidos que se sabe responden a 

progesterona tales como el útero y el ovario, las isoformas clásicas del receptor 

para progesterona han sido localizadas en regiones a través de todo el cerebro 

mediante estudios de RT-PCR, hibridación in situ y western blot (modificado de 

Brinton y col. , 2008). 
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11.5 Ratones knockout del receptor para progesterona (PRKO). 

Como ya se mencionó, los efectos fisiológicos de la progesterona están mediados 

por la interacción de la hormona con los PR intracelulares. El PR existe como dos 

proteínas isofórmicas, llamadas A y B. Se ha demostrado que el PR es 

absolutamente esencial para la reproducción femenina asociada a progesterona 

mediante el desarrollo del ratón con mutación nula en que se corta la expresión del 

gen de PR (Conneely y Lydon, 2000). Como se ha mencionado, las ratonas 

presentan anormalidades reproductivas pleiotrópicas que demuestran la 

importancia del PR como coordinador de todos los eventos reproductivos que en 

conjunto culminan en la preparación y mantenimiento de la preñez. 

11.5.1 Diseño del vector RV7. 

El fragmento de ADN del gen del PR de ratón (mPR) que comprendía el vector de 

alteración genética RV7 se aisló de la librería genómica de ratón 129Sv 'A Dash 11. 

Dicho fragmento de ADN incluía los dos primeros exones del gen mPR y el primer 

intrón así como una parte del segundo intrón. La secuencia restante en la posición 

5' del exón 1 correspondía a la sección UTR del gen mPR. El exón 1 codifica el 

dominio amino-terminal no conservado del receptor, conteniendo los dos codones 

diferentes de inicio de traducción ATGe y ATGA (Conneely y col., 1987). El exón 2 

codifica el primer dedo de zinc del dominio conservado de unión a ADN en el 

receptor (Huckaby y col., 1987). El gen neor PGKNEObpA se insertó en el único 

sitio de restricción de Xhol dentro del exón 1 localizado a 225 y 721 bp río-abajo de 

los codones de iniciación ATGA y ATGe, respectivamente, en el gen mPR. Se eligió 

este sitio para introducir el gen ned porque de esta manera se podría dividir 

efectivamente el exón 1, terminando de manera prematura los transcritos iniciados 

a partir de los codones ATGA y ATGe (Figura 12). El gen de la timidina cinasa del 

virus herpes simple, HSV-TK (Mansour y col., 1988), fue ligado en la posición 5' del 

exón 1 y colocado con una orientación transcripcional opuesta al gen ned y mPR. 

Finalmente, el RV7 se linealizó en el extremo 3' del brazo largo de homología por la 

enzima de restricción Asp718 introducida en el sitio Ncol del vector (Lydon y col., 

1995). 
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Figura 12. Desorganización dirigida del gen mPR mediante la inserción del gen ned 

(modificado de Lydon y col. , 1995). 

11 .5.2 Desorganización dirigida del gen mPR y generación del ratón PRKO. 

Para tener una visión más amplia en cuanto a la función fisiológica del PR y 

diferenciar entre las respuestas mediadas por PR y/o el Receptor para Estrógenos 

(ER), se generó un modelo de ratón con una mutación nula del gen del PR 

utilizando recombinación homóloga en células troncales (ES) de ratón (AB-1) 

(Lydon y col., 1995). El vector para la alteración genética, RV7, se diseñó para 

introducir el gen de resistencia a neomicina (neor) dentro del exón 1 del gen mPR, 

río-abajo de los codones de iniciación ATGA y A TGB que codifican las isoformas A 

y B del PR (Figura 12). Se eligió dicho sitio de inserción para alterar efectivamente 

la transcripción de ambas isoformas del PR. Para generar los ratones quimera, las 

células ES que presentaban la mutación del gen mPR fueron microinyectadas en 

blastocitos de ratones C57BU6 de 3.5 días, los cuales se transfirieron 
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subsecuentemente a hembras nodrizas C57BU6 pseudopreñadas. Dos machos 

quimera heredaron la mutación del PR a la siguiente generación. Los ratones 

heterocigotos (PRKO+/-) se cruzaron entre sí para obtener ratones homocigotos 

(PRKO-/-) de la disrupción dirigida del mPR. Aunque la expresión del PR se ha 

detectado en la etapa de blastocito del desarrollo embrionario (Hou y Gorski, 1993), 

la cópula entre heterocigotos generaron embriones homocigotos PRKO con una 

frecuencia Mendeliana normal sin desviaciones en la proporción de género, en 

donde el 25% de los animales presentaron un genotipo silvestre (wild type, WT), un 

50% heterocigoto (HT) y un 25% homocigoto (PRKO). Esto indica que el PR 

expresado durante la etapa embrionaria no es necesario para la sobrevivencia del 

embrión (Lydon y col. , 1995). 

11.5.3 Características fisiológicas de las ratonas PRKO. 

Los ratones homocigotos de ambos sexos que llegan a la edad adulta aparentan un 

desarrollo saludable, con una diferenciación normal de los genitales externos. 

Estudios anatómicos generales no revelan diferencias obvias en la morfología de 

los órganos entre los animales PRKO y los WT. Sin embargo, las ratonas PRKO 

son infértiles en las cruzas con ratones WT (Lydon y col., 1995). Estudios 

histológicos del sistema reproductivo de las ratonas PRKO comparado con las 

hembras WT, mostraron diferencias morfológicas tras la estimulación con 

gonadotropinas exógenas (Lydon y col., 1995). Las ratonas PRKO no manifiestan 

conducta sexual y muestran alteraciones en la regulación neuroendocrina de 

gonadotropinas, presentan disfunción uterina, no ovulan, la involución tímica es 

lenta y el desarrollo de las ramificaciones ductales así como la diferenciación 

lóbulo-alveolar de las glándulas mamarias están dañados (revisado en Conneely y 

col. , 2002). 
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111. HIPÓTESIS. 

El sistema de proyección vomeronasal de las ratonas PRKO no se activará 

(evaluado por Fos) en respuesta a los estímulos quimiosensoriales sexualmente 

relevantes procedentes de ratones. 
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IV. OBJETIVOS. 

IV .1 General. 

Dilucidar el efecto de la activación del receptor para progesterona sobre el 

funcionamiento del Sistema de Proyección Vomeronasal (SPV) en ratonas. 

IV .2 Específicos. 

• Reproducir ratonas PRKO_,_ homocigotos mediante la cruza de ratones PRKO_,_ 

homocigotos y ratonas PRKO+t- heterocigotos. 

• Genotipificar los animales procreados de la cruza entre ratones homocigotos y 

ratonas heterocigotos. 

• Evaluar la expresión de la proteína Fos en las capas granular y mitral del bulbo 

olfatorio accesorio y en el área preóptica medial de ratonas C57BU6 tratadas 

con estradiol y progesterona o vehículo. 

• Evaluar la expresión de la proteína Fos en el SPV de ratonas PRKo-1-

homocigotos y silvestres expuestas a señales quimiosensoriales sexualmente 

relevantes provenientes de machos sexualmente expertos. 
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V. METODOLOGÍA. 

V.1 Animales 

Se utilizaron ratonas de la cepa C57Bl16, silvestres y PRKO_,_ homocigotos. Las 

ratonas silvestres y PRKO_,_ homocigotos se obtuvieron mediante la cruza de 

ratones PRKO+'- homocigotos y ratonas PRKO+'- heterocigotos. Los animales 

fueron genotipificados diferencialmente, clasificados y alojados por genotipo en 

condiciones de alimento/agua ad libitum y ciclo invertido de luz (12 h luz/oscuridad). 

Todos los sujetos fueron proporcionados por el bioterio del Instituto de 

Neurobiología de la UNAM, campus Juriquilla. Los animales se mantuvieron y se 

manipularon de acuerdo a las normas aprobadas por el comité de bioética del INB 

de la UNAM, las cuales están fundamentadas en las normas internacionales 

establecidas para el manejo y uso de animales de laboratorio (National Research 

Council , 2003). 

V .2 Métodos. 

V.2.1 Genotipificación. 

Se obtuvo una pequeña muestra de tejido de la cola de las ratonas generadas por 

la cruza entre ratones PRKO+'- homocigotos y ratonas PRKO+'- heterocigotos. El 

tejido fue colocado en un tubo eppendorf y se agregaron 500 µL de una solución de 

NaOH 0.05 M. la mezcla se incubó a 95°C en una placa de calentamiento durante 

15 minutos. Luego de la incubación, se agregaron 50 µL de EDTA 0.01 M en una 

solución de Tris-HCI 1 M a pH 8.0. El producto de la digestión alcalina se utilizó 

para la amplificación del gen mPR mediante PCR. Los oligonucleótidos utilizados 

fueron: 5'-TAG ACA GTG TCT TAG ACT CGT TGT TG-3' sentido, 5'-GAT GGG 

CAC ATG GAT GAA ATC-3' antisentido y N2 5'-GCATGC TCC AGA CTG CCT 

TGG GAA A-3' antisentido, que hibrida dentro del gen neor. El producto de la 

amplificación se analizó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Las 

bandas producidas por el producto de PCR de 4 73 ó 700 pb corresponden al 

genotipo PRKO (PRKO_,_ homocigoto) o silvestre, respectivamente. El producto de 

PCR que genere ambas bandas representa el genotipo heterocigoto (PRK0+1
-

heterocigoto) (Figura 13). 
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Figura 13. Productos de PCR visualizados en un gel de agarosa. Positivos para el 

genotipo silvestre (Silvestre + ), PRKO (PRKO +) y heterocigoto (Heterocigoto + ). 

V.2.2 Experimento 1. 

Se utilizaron 11 ratonas (3-4 meses de edad) de la cepa C57BU6 para evaluar el 

efecto de la progesterona sobre la expresión de la proteína Fos. Las ratonas fueron 

ovariectomizadas y tratadas con benzoato de estradiol (25 µg/Kg) cada 24 horas 

por un periodo de tres días, para controlar la receptividad sexual de las ratonas. 

Una hora después de cada administración del estradiol, los sujetos experimentales 

fueron expuestos a ratones PRKO sexualmente expertos por un lapso de una hora, 

para que las ratonas adquirieran experiencia sexual. 48 horas después del último 

tratamiento con benzoato de estradiol, se administró progesterona (400 µg/Kg, n=5) 

o vehículo (25 µL de aceite de maíz, n=6) a las ratonas y se colocaron, de manera 

individual, en cajas con aserrín limpio por un periodo de 90 minutos (Domínguez­

Salazar y col. , 2004 ). La distribución de los tratamientos se muestra en el cuadro 1 . 

Luego, los animales fueron sacrificados por decapitación, se les extrajo el cerebro y 

el tejido fue procesado por inmunohistoquímica para evaluar la expresión de la 

proteína Fos. 
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Cuadro 1. Régimen del tratamiento para la evaluación de la expresión de la 

proteína Fos en el sistema de proyección vomeronasal en ratonas de la cepa 

C57BU6. 

Ratón Grupo Aserrín Tratamiento 

1 Control Limpio Vehículo 

2 Control Limpio Progesterona 

3 E Macho Vehículo 

4 E+P Macho Progesterona 

5 Control Limpio Vehículo 

6 Control Limpio Progesterona 

7 E Macho Vehículo 

8 E+P Macho Progesterona 

9 E Macho Vehículo 

10 E+P Macho Progesterona 

11 E Macho Vehículo 

V.2.3 Experimento 2. 

Se utilizaron ratonas silvestres (n=12) y PRKO_,_ homocigotos (n=7) para determinar 

si la detección e integración de señales quimiosensoriales sexualmente relevantes 

requiere de la activación del receptor para progesterona. Las hembras fueron 

ovariectomizadas y tratadas con benzoato de estradiol (25 µg/Kg) cada 24 horas 

durante cuatro días. Una hora después de cada administración del estradiol, las 

ratonas fueron colocadas en cajas con ratones PRKO sexualmente expertos por un 

lapso de una hora, para que adquirieran experiencia sexual. 48 horas después del 

último tratamiento con benzoato de estradiol, se administró progesterona (400 

µg/Kg) a todos los animales y se dividieron en 2 grupos. Las ratonas del grupo 1 

fueron colocadas, de manera individual, en cajas que contenían aserrín limpio. Las 

hembras del grupo 11 se mantuvieron en cajas con aserrín proveniente de la cama 

de machos sexualmente expertos. Cada animal permaneció en su respectiva caja 

por un periodo de 90 minutos. Luego, los sujetos fueron sacrificados por 

46 



decapitación, se les extrajo el cerebro y el tejido fue procesado por 

inmunohistoquímica para evaluar la expresión de la proteína Fos. 

V.2.4 lnmunohistoquímica. 

Los cerebros fueron fijados con paraformaldehído al 4% en solución amortiguadora 

de fosfatos (PB) 0.1 M y se mantuvieron en refrigeración en una solución de 

sacarosa al 30%. Cada cerebro, embebido en Tissue tec, fue rebanado en el plano 

coronal con un grosor de 35 µm, mediante un microtomo de congelación. Los 

cortes se utilizaron para ensayar la inmunoreactividad contra Fos (Fos-IR). El tejido 

se lavó con solución salina en amortiguador de fosfatos (PBS) 0.1 M, 

posteriormente se le dio un tratamiento con soluciones de peróxido de hidrógeno 

(H20 2) al 1 % y borohidrato de sodio (Na8H4) al 1 % para eliminar la actividad 

peroxidasa endógena y exponer los epítopes del antígeno. Nuevamente se hizo un 

lavado con PBS 0.1 M y se incubó con albúmina bovina al 0.5% en PBS 0.1 M (A-

9418, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh) por 15 minutos, para bloquear los epítopes 

inespecíficos. A continuación, el tejido se lavó con PBS 0.1 M y se incubó con el 

anticuerpo primario contra Fos (sc-52 policlonales en conejo de Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA), diluido 1 :5000, durante un mínimo de 16 horas a 

temperatura ambiente. Después de la incubación, los cortes se lavaron con Tritón X 

100 al 0.02% en PBS 0.1 M y se incubaron con el anticuerpo secundario (lgG 

biotinizada en cabra anticonejo, Vector Laboratories, Burlintong, CA, USA) diluido 

1 :200, por dos horas. El tejido se lavó con PBS 0.1 M y se incubó con el complejo 

avidina-biotina (PK-6101, ABC kit, Vector Laboratories, Burlintong, CA, USA) por 90 

minutos. En seguida se hizo un lavado con PBS 0.1 M y finalmente se realizó la 

reacción enzimática agregando DAB (Diaminobenzidina, SK-4100, peroxidase 

substrate kit, Vector Laboratories, Burlintong, CA, USA) utilizando Sulfato de 

Amonio Niquelado para intensificar el producto de reacción. Los cortes fueron 

montados en portaobjetos gelatinizados dejándolos secar por tres días a 

temperatura ambiente. Por último se colocó una gota de permount sobre cada 

portaobjetos y se puso el cubreobjetos. Las laminillas fueron analizadas para 

cuantificar el número de células Fos-IR. 
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V.2.5 Cuantificación del número de neuronas inmunoreactivas a Fos. 

El conteo de las células inmunoreactivas a Fos (Fos-IR) se realizó en las regiones 

que integran el sistema de proyección vomeronasal, incluyendo: bulbo olfatorio 

accesorio (BOA) mitral y granular, amígdala medial posterior (MEA pos) y anterior 

(MEA ant), área preoptica medial (APM) y el núcleo lecho de la estría terminal 

(BNST) principal y anterolateral. Se tomaron fotografías de cada región mediante 

una cámara (Evolution VF, Media Cybemetics, lnc.) acoplada a un microscopio 

Olympus BX60 (Olympus America, lnc.) ajustado previamente por iluminación de 

Kohler, las imágenes fueron analizadas utilizando el software lmage-Pro 6.1 (Media 

Cybemetic, lnc.). 
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Figura 14. Diagrama esquemático de las regiones (círculos con número) en que se 

cuantificaron las Fos-IR. 1. Capa mitral del BOA, 2. Capa granular del BOA, 3. MEA 

anterodorsal, 4. MEA posterodorsal, 5. APM, 6. NLET. NO (nervio olfatorio), TOL 

(tracto olfatorio lateral), TO (tracto óptico), HL (hipotálamo lateral), HVM (hipotálamo 

ventromedial), CA (comisura anterior), QO (quiasma óptico), APOL (área preóptica 

lateral), F (fomix), CI (cápsula interna), ET (estría terminal) (tomado de Domínguez­

Salazar, 2002). 
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V.2.6 Análisis estadístico 

Dada la distribución normal de los datos obtenidos en el experimento 1 , se realizó 

el análisis estadístico utilizando la prueba de t (t de Student) para comparar el 

tratamiento con vehículo y progesterona. Los datos del número de células 

inmunoreactivas a Fos del experimento 2 no siguieron una distribución normal por 

lo que fueron analizados con una prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba U 

de Mann-Whitney para comparar el genotipo y la exposición al aserrín. 
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VI. RESULTADOS. 

La expresión de los genes tempranos inmediatos como c-Fos ha sido utilizada 

como un marcador de la actividad neuronal para delinear los circuitos neuronales 

involucrados en el procesamiento de las aferencias relacionadas con la conducta 

sexual (Erskine y col., 2004). Las regiones cerebrales en las que se cuantificó el 

número de células inmunoreactivas a Fos incluyen las estructuras que componen al 

sistema de proyección vomeronasal (SPV, Figura 14). En la figura 15 se muestran 

ejemplos de células inmunoreactivas a Fos en el área preóptica medial de ratonas 

silvestres y PRKO. 

Figura 15. Microfotografía representativa que muestra las células inmunoreactivas a 

Fosen el área preóptica medial (marco blanco) de ratonas silvestres (A) expuestas 

a aserrín limpio y ratonas silvestres (B) y PRKO (C) expuestas a aserrín 

proveniente de la cama de machos sexualmente expertos. 

Para determinar si la progesterona incrementa la actividad neuronal en las capas 

mitral y granular del BOA y en el APM, cuantificamos el número de células 

inmunoreactivas a Fos (Fos-IR) en esas regiones en ratonas C57BU6 

ovariectomizadas y tratadas con estradiol seguido de la administración de 

progesterona o aceite de maíz (vehículo). Los resultados muestran que no hay 

diferencias significativas en el número promedio de células inmunopositivas a Fos 

en la capa mitral (t=0.215, p=0.838) y granular (t=0.207, p=0.849) del BOA ni en el 

APM (t=0.210, p=0.841) de las ratonas C57BU6 tratadas con progesterona en 

comparación con las ratonas tratadas con aceite de maíz (vehículo) (Figura 16). 

50 



-w C578U6 1·vehículo 
~-~ w 

+I 150 MM Progesterona -
ro 

"U 
Q) 

E - 120 
~ 

-
lL 
ro 
(/) ;)X>< K>:X 
ro 90 > u 

- "' ..>-~ 
A "" 
'V 

><. V 
V 

ro 
Q) 
s... 
o 60 e 

~ 

"' yJ >( 
'V """ IVV\ 'V 

.,(\( IV V - ><.!< "''V ;)<>( :>X 

:::J 

E 
e: 

'V V 'V A A 

Ox X :X v'.'> >(>(;"" 

"' 'V 'V "' >C :>X>( "' ><.><..> "' 
(/) 

ro 30 
::J 

•Q) 
u 
Q) 

"U 
o o 
s... 
Q) 

'.'>X>( >(;>'.'> yJ >< ><: T A V T 

- >( :>x ><>< :> >( 

1 IV-"""' ><. ~ ,... .,... 
><"' ~ :> 

o><>< (')) V 
:8:> 

..,,. 
o,( "'"' ><>O :>X>( ) >( 
o,( ..,,. 

~ 
V 

>( '.'> ><>( 'V ,,., V 

X..v "' ">~ ><">"> "' "' 
"' 'V' 

..,,.,... 
"' 

Mitral Granular Área preóptica medial 

E 
•:::J 
z 

Figura 16. Número de células inmunoreactivas a Fos en la capa mitral y granular 

del bulbo olfatorio accesorio y en el área preóptica medial de ratonas C57BU6 

tratadas con vehíc,Ulo (n=6) o con prpge.st~rona (n=5). Lo~ datos se expresan como 

la media ± error estándar (EE). Los datos fueron analizados mediante una prueba t 

de Student sin encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos. 
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Estudios realizados en ratas demuestran que tanto la cópula como la exposición a 

feromonas incrementan significativamente el número de células Fos-IR en las 

estructuras que integran al SPV, en ambos sexos (Flanagan-Cato y McEwen, 1995; 

Paredes y col. , 1998; Wersinger y col. , 1993). Así mismo, se ha sugerido que la 

detección e integración de las feromonas es importante para el despliegue de la 

conducta sexual femenina en los roedores (Kelliher y Wersinger, 2009). Para 

examinar si la exposición a feromonas provenientes de machos sexualmente 

expertos modifica la actividad neuronal en el SPV de las ratonas, evaluamos la 

expresión de la proteína Fosen los núcleos que integran dicho circuito en ratonas 

silvestres expuestas al aserrín proveniente de la cama de machos sexualmente 

expertos. La expresión de la proteína Fos (Figura 17 y 18) es significativamente 

mayor en todas las capas analizadas del SPV en las ratonas silvestres expuestas al 

aserrín proveniente de la cama de machos sexualmente expertos en comparación 

de las ratonas colocadas en una caja con aserrín limpio (cuadro 2). 

Cuadro 2. Valores de U de Mann-Whitney en ratonas silvestres y PRKO. Se 

compara el número de células positivas a Fos entre aserrín limpio y aserrín de 

machos sexualmente expertos. 

Región Silvestre PRKO 
BOA 

Mitral U=O, p=0.0039 U=1.5, p=0.1675 

Granular U=1 , p=0.0065 U=O, p=0.052 

MEA 
Anterior U=O, p=0.0037 U=O, p=0.0507 

Posterior U=1 , p=0.0064 U=4.5, p=0.8451 

APM U=O, p=0.0039 U=1 , p=0.1079 

NLET 
Ante ro lateral U=O, p=0.0039 U=4.5, p=0.8437 

Principal U=O, p=0.0037 U=3, p=0.4215 
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Figura 17. Número de células inmunoreactivas a Fosen las capas mitral y granular 

del bulbo olfatorio accesorio y en la amígdala anterior y posterior de ratonas 

silvestres y PRKO expuestas a aserrín limpio (nsitvestres=6 y nPRKo=2) o aserrín 

proveniente de la cama de machos sexualmente expertos (nsitvestres=6 y nPRKo=5). 

Los datos se expresan como la media ±el error estándar (EE). Los datos fueron 

analizados con una prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba U de Mann­

Whitney. 

Diferente de limpio en el mismo genotipo. ** p<0.01 
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Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que las isoformas A y B del PR 

se expresan de manera constitutiva en las regiones que forman parte del SPV en 

roedores macho y hembra (G.uerra-Araiza y col. , 2002). También .se ha descrito que 

la actividad de estas proteínas en regiones como el APM y el MVM es necesaria 

para 1a expresión de la conducta sexual femenina en los roedores (Maní, 2008). 

Para determinar si la ausencia de estas proteínas afecta la respuesta neuronal en 

las estructuras que conforman el SPV ante la exposición a feromonas, utilizamos 

ratonas que no expresan ninguna de las dos isoformas del PR (PRKO). En 

contraste con las observaciones en las ratonas silvestres, no hay diferencias 

significativas en el número promedio de células iRmunoreactivas a Fos (Figura 17 y 

18) entre las ratonas PRKO expuestas al aserrín proveniente de la cama de 

machos sexualmente expertos comparadas con las ratonas colocadas en cajas con 

aserrín limpio. Los valores estadísticos de las comparaciones entre las ratonas 

PRKO expuestas al aserrín proveniente de la cama de machos sexualmente 

expertos y las ratonas coJocadas en cajas con aserrín limpio .se resumen en eJ 

cuadro 2. 

lnteresantemente, en la capa granular (U=4, n(silvestres)=6, ncPRKo)=S, p=0.0446) del 

BOA, en la MEA anterior (U=O, n(silvestres)=6, n(PRKo)=S, p=0.0062), en el APM (U=2, 

n(silvestres)=6, n(PRKO)=S, p=0.0176) Y en la capa anterolateral (U=O, n(silvestres¡=6, 

n(PRKo¡=S, p=0.0061) del NLET de las ratonas silvestres comparadas con las 

ratonas PRKO, la expresión de la proteína Foses significativamente mayor ante la 

exposición al aserrln proveniente de la cama de machos sexualmente expertos 

(Figura 19). Aún cuando no hay una significancia estadística en el número 

promedio de células inmunoreactivas a Fosen la capa mitral del BOA, en la MEA 

posterior ni en la capa principal del NLET, se observa un patrón descendente en las 

ratonas PRKO comparadas con las ratonas silvestres (Figura 19, estadística no 

publi.c.ada). Sin embargo, la variabilidad entre el número promedfo de .células 

inmunoreactivas a Fos presente en cada grupo de animales delimitan la tendencia 

existente entre las condiciones experimentales. 
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Figura 18. Número de células inmunoreactivas a Fos en las capas anterolateral y 

principal del núcleo lecho de la estría terminal y en el área preóptica medial de 

ratonas silvestres y PRKO expuestas a aserrín limpio (nsilvestres=6 y nPRKo=2) o 

aserrín proveniente de la cama de machos sexualmente expertos (nsilvestres=6 y 

nPRKo=5). Los datos se expresan como la media± el error estándar (EE). Los datos 

fueron analizados con una prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba U de 

Mann-Whitney. 

Diferente de limpio en el mismo genotipo. ** p<0.01. 
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Figura 19. Número de células inmunoreactivas a Fosen las capas mitral y granular 

del bulbo olfatorio accesorio, en la amígdala anterior (MEA ant) y posterior (MEA 

post), en el área preóptica medial (APM) y en las capas anterolateral (NLET al) y 

principal (NLET prin) del núcleo lecho de la estría terminal de ratonas silvestres 

(n=6) y PRKO (n=5) expuestas al aserrín proveniente de la cama de machos 

sexualmente expertos. Los datos se expresan como la media ± el error estándar 

(EE). Los datos fueron analizados con una prueba Kruskal-Wallis seguida de una 

prueba U de Mann-Whitney. 

Diferente de las ratonas silvestres. * p<0.05, ** p<0.01. 
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VII. DISCUSIÓN. 

VI 1.1 Experimento 1. 

Las respuestas conductuales son una expresión de la interacción que ocurre dentro 

del sistema nervio~o centrª_I. La conducta sex.ual, en la mayoría de los vertebrados, 

ocurre cuando .las gónadas son estimuladas para producir hormonas esteroideas. 

Esto sugiere que los elementos neurales responsivos a hormonas interactúan con 

un estímulo hormonal específico que resulta en una conducta. 

Nuestros hallazgos sugieren que el tratamiento con hormonas esteroideas, 

utilizando una dosis conductualmente efectiva, no cambia la actividad neuronal en 

las regiones que inte.gran el SPV de las ratonas. En e.1 exp_erimento 1, la 

administración sistémica de benzoato de estradiol (SE, 25 µg/Kg) -.+- progesterona 

(400 µg/Kg) no modificó el número de células que expresan Fos dentro de las 

capas mitral y granular del BOA ni del APM (Figura 16). Estos resultados están 

apoyados por otros reportes acerca del efecto de las hormonas esteroideas sobre 

la expresión de Fos en roedores hembra (Gibbs y col. , 1990; lnsel, 1990). lnsel 

(1990) determinó que c;tl inyectar una dosis alta de BE (100 µg/Kg) en ratas hembra, 

se incrementaba de manera significat1va la expresión de la .proteína Fosen ~a MEA, 

en el APM y en el núcleo hipotalámico ventromedial. Este cambio ocurría de 12-48 

h después del tratamiento con BE. Sin embargo, no observó ningún cambio 

adicional al administrar la misma dosis de BE seguida de una dosis de 

progesterona (500 µg/Kg) 48 h después. En este caso, la inmunoreactividad contra 

Fos fue evaluada 4 h después del tratamiento con progesterona. Gibbs y 

colaboradores (1990) hallaron que la administración concurrente de 5 µg de 

estradiol en etanol/solución salina + 5 µg de benzoato de estradiol en aceite de 

maíz, en ratas hembra, no inducía ningún cambio en la expresión de la proteína 

Fosal evaluarla 24 h después. Además, observaron que no había un incremento 

evidente en el número de células inmunoreactivas a Fosen las ratas que recibieron 

estradiol seguido de una dosis de progesterona (1 mg) 24 h después. Los animales 

fueron perfundjdos 4 h después de Ja administración de progesterona. 
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En contraste con nuestros datos, hay evidencias que sugieren que la progesterona 

induce un incremento en la expresión de Fosen algunas regiones del SPV en los 

roedores. Auger y Blaustein (1995) describieron que el tratamiento con BE (5 µg) 

seguido por una dosis de progesterona (500 µg), 48 h después, incrementa 

significativamente el número de células inmunoreactivas a Fos en la MEA, en el 

APM y en el hipotálamo dorsomedial lateral de ratas hembra. En ese experimento, 

los autores evaluaron la expresión de Fos 1 h después de administrar la 

progesterona. Se sabe que después del estímulo apropiado, el nivel máximo de la 

proteína Fos se observa de 1-3 horas, mientras que su concentración disminuye de 

4-6 h después del tratamiento (Kovács y Sawchenko, 1996). En el presente estudio 

evaluamos la expresión de la proteína Fos 1.5 h después del tratamiento con 

progesterona y aún así no encontramos diferencias significativas. 

Vll.2 Experimento 2. 

En muchas especies, los estímulos olfatorios son importantes para la modulación y 

expresión de la conducta sexual (Keveme, 1999). Las respuestas neuroendócrinas 

que resultan en la aceleración de la pubertad, el bloqueo de la preñez, la secreción 

de LH (hormona luteinizante), la preferencia sexual y la selección de la pareja 

sexual son estimuladas por componentes que se encuentran en las secreciones 

(feromonas) del individuo conespecífico del sexo opuesto (Kelliher, 2007). La 

inmunoreactividad contra Fos ha sido utilizada extensamente como un marcador de 

la actividad neuronal. Mediante esta técnica ha sido posible determinar las 

estructuras neuronales que integran las señales feromonales con señales 

hormonales internas para guiar una conducta apropiada. En diferentes especies de 

roedores, se ha descrito que las regiones cerebrales que incrementan su actividad 

neuronal por la exposición a olores sexualmente relevantes incluyen el BOA, la 

MEA, el APM y el NLET (Kippin y col., 2003). Nuestros resultados demuestran que 

la exposición a feromonas provenientes de machos sexualmente expertos 

incrementa de manera significativa la actividad neuronal en las regiones analizadas 

del SPV de ratonas silvestres (Figura 17 y 18). Estos datos concuerdan con las 

observaciones descritas en ratas, hámsteres, cobayos y hurones macho (Kipping y 
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col., 2003). Bressler y Baum (1996) mostraron que la exposición a claves 

quimiosensoriales derivadas del aserrín proveniente de la cama de hembras 

receptivas (estro) aumenta la .expresión de Fosen todas las regiones .que integran 

el SPV de hembras y machos gonadectomizados y tratados crónicamente con 

testosterona (Bressler y Baum, 1996). Bakker y colaboradores (1995) probaron que 

la exposición a feromonas derivadas de la orina de ratas macho aumenta el número 

de células inmunoreactivas a Fos en las regiones que integran el SPV en ratas 

hembra ovariectomizadas y tratadas con estró9enos (Bakker y col. , 1995). 

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que las isoformas A y B del PR 

se expresan de manera constitutiva en las regiones que componen al SPV (Guerra­

Araiza y col., 2000) y también, que la actividad de estas proteínas en regiones 

como el APM y el HVM es necesaria para la expresión de la conducta sexual 

femenina en los roedores (Mani, 2008). En el presente estudio, evaluamos la 

respuesta neuronal en el SPV de ratonas PRKO, que no expresan ninguna de las 

d.os isoformas del PR, .inducida por la exposición a fer.orno.nas provenientes de 

machos sexualmente expertos. Nuestros resultados .sugieren que la carencia del 

PR inhibe la respuesta neuronal inducida por la exposición a las feromonas de 

machos sexualmente activos. En el experimento 2, las ratonas PRKO expuestas al 

aserrín proveniente de la cama de ratones sexualmente activos tienen niveles 

similares de células Fos-IR comparadas con las ratonas colocadas dentro de cajas 

con aserrín limpio (Figur~ 17 y 18). Además, la actividad neuronal basal ~n las 

estructuras analizadas es similar a lo que observamos en Jas ratonas silvestres 

expuestas al aserrín limpio. Con esto podemos descartar la posibilidad de que la 

ausencia de diferencias significativas se deba a una hiperactividad basal intrínseca 

(Figuras 17 y 18). lnteresantemente, aún cuando el número promedio de células 

Fos-IR en las ratonas PRKO comparadas con las ratonas silvestres sea 

significativamente menor en la capa granular del BOA, en la MEA anterior, en el 

APM y en la capa anterolateral del NLET, el promedio de células sigue el mismo 

patrón descendiente en las demás regiones (Figura 19). Esto apoya nuestros 
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descubrimientos con respecto al bloqueo de la actividad neuronal inducido por la 

ausencia del PR. 

El mecanismo por el cual el receptor para progesterona afecta la detección Y el 

procesamiento de las claves quimiosensoriales sexualmente relevantes Y, 

consecuentemente, la conducta sexual, involucra diversos procesos neuronales. La 

polisinapsis del SPV está muy bien caracterizada anatómicamente (Canteras y col., 

1995; Tirindelli y col., 1998). Las neuronas vomeronasales receptoras localizadas 

en el órgano vomeronasal proyectan sus axones hacia los glomérulos en el bulbo 

olfatorio accesorio (BOA), en donde forman contactos sinápticos con las dendritas 

de las células mitrales y granulares. Las células granulares retroalimentan la 

comunicación con las células mitrales, inhibiendo su actividad eléctrica, mediante 

contactos dendrodendríticos. Por su parte, las células mitrales proyectan hacia la 

amígdala medial anterior (MEA ant) y posterior (MEA post). Las neuronas de la 

MEA ant proyectan, a través de la vía amigdalofufal ventral, hacia la porción 

intermedia del NLET y hacia la región lateral del APM. De la misma manera, las 

neuronas de la MEA post proyectan sus axones, mediante la estría terminal, hacia 

el NLET y hacia el APM. Existen conexiones recurrentes a partir del APM hacia la 

MEA, y de la MEA hacia el BOA (Canteras y col., 1995; Kelliher y Wersinger, 2007). 

La retroalimentación de estás conexiones es importante para el procesamiento de 

las claves quimiosensoriales sexualmente y la generación de una respuesta 

conductual. En el caso de las ratonas PRKO, esta retroalimentación está ausente 

dado que la actividad neuronal en el SPV se mantiene en niveles basales aún 

cuando los animales son expuestos al aserrín con feromonas de machos 

sexualmente activos. 

Pankevich y colaboradores (2004) han sugerido que las claves olfatorias activan el 

sistema dopaminérgico mesolímbico, el cual está implicado en procesos de 

recompensa. El fenómeno denominado preferencia de lugar condicionada (Paredes 

y col., 1999) es una forma efectiva para probar si un animal percibe un estímulo 

como recompensante. La idea es entrenar al animal para que asocie un lugar con 

un estímulo recompensante; entre más recompensante sea el estímulo, la 

60 



preferencia del animal por el lugar asociado con dicho estímulo será más fuerte. 

Pankevich y colaboradores (2004) utilizaron este paradigma para evaluar la 

re.compensa producida p.or una ratona en estro en ratones c.on su .órgan.o 

vomeronasal intacto o lesionado. Los ratones que tenían su órgano vomeronasal 

(OVN) intacto pasaron más tiempo en el lugar en donde habían sido expuestos a la 

ratona en estro en comparación con el lugar neutro. Los ratones con el OVN 

lesionado no exhibieron esta preferencia. Además, evaluaron la expresión de la 

proteína Fos en las regiones que integran el SPV y observaron que los animales 

con el OVN intacto tenian un mªyor número de células inmunoreactivas en el SPV 

comparado con los animales cuyo OVN estaba lesionado (Pankevich y col., 2004). 

Estos datos concuerdan con nuestros resultados, sug1riendo que la carencia del PR 

pudiera incapacitar a las hembras para mostrar una preferencia por la pareja 

sexual. Es posible que las ratonas PRKO sean incapaces de procesar los olores 

sexualmente relevantes en estructuras como el OVN o el BOA, por ende la 

transmisión de la información no llega a estructuras centrales en el cerebro. 

Las hormonas esteroideas, como el estradiol y la progesterona, activan 

mecanismos neuronales que regulan la conducta sexual dirigiendo la síntesis de 

enzimas y receptores involucrados en sistemas neuroquímicos. Entre éstos están 

los sistemas de dopamina, norepinefrina, melanocortina y oxitocina. Dichos 

sistemas actúan sobre regiones hipotalámicas y límbicas en el cerebro, 

estimulando el despertar sexual, la atención y el despliegue de las conductas 

precopulatorjas y de receptividad .(Pfaus, 2009). En el hipotálamo ventromedial, el 

-tratamiento secuencial con estrógenos y progesterona potencía la liberación de 

norepinefrina, inducida por oxitocina (Vincent y Etgen, 1993), la cual estimula la 

conducta sexual dependiente de hormonas a través de las proyecciones 

noradrenérgicas. La administración intrahipotalámica del antagonista del PR, 

RU486, inhibe la transmisión noradrenérgica en el hipotálamo, lo cual está 

correlacionado con la pérdida de la conducta sexual femenina (Auger y Blaustein, 

1995). Estos datos sugieren que la actividad del PR es necesaria para mantener la 

transmisión noradrenérgica en el cerebro. Por otro lado, los receptores para 
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opioides µ (MOR) son receptores acoplados a proteínas G con siete dominios 

transmembranales, los cuales son translocados de la membrana plasmática al 

.citoplasma mediante end.osomas. La intemalizaci.ón d.el receptor e.s .un indicador d.e 

la activación de la proteína ante un -estímulo. Se sabe que la activación de los 

receptores MOR en el APM inhibe la conducta sexual femenina (Pfaus, 2009). 

Sinchak y Micevych (2001) encontraron que la administración de estradiol 

incrementa el número de MOR intemalizados en el APM de ratas ovariectomizadas. 

Este fenómeno se correlaciona con la inhibición de la conducta sexual femenina. 

Por el contrario, el tratamiento conjunto de est.rad.io.1 y proge$terona restablece Iª 

conducta sexual e inhibe la translocación de los MOR hacia el citopJasma (Sinchak 

y Micevych, 2001 ). En conjunto, estos estudios sugieren que la actividad del PR es 

necesaria para la regulación de sistemas de neurotrasmisores específicos que 

permiten el despliegue de la conducta sexual en los roedores. Esto permite pensar 

que la ausencia del PR en las ratonas PRKO está alterando estos sistemas de 

manera que la respuesta conductual esta inhibida. 
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VIII. CONCLUSIONES. 

Las respuestas neuroendócrinas que resultan en la aceleración de la pubertad , el 

bloqueo de la preñez, la secreción de LH (hormona luteinizante), la preferencia 

sexual y la selección de la pareja sexual son estimuladas por componentes que se 

encuentran en las secreciones (feromonas) del individuo conespecífico del sexo 

opuesto. Dichas feromonas son procesadas por el sistema de proyección 

vomeronasal el cual está asociado con el control de la conducta sexual femenina y 

en el que se expresan de manera constitutiva los receptores para progesterona. 

En el experimento 1 demostramos que la administración sistémica de progesterona 

(400 µg/Kg) no modifica la actividad neuronal en las capas mitral y granular del 

BOA ni en el APM. Estas regiones son parte importante del SPV y han sido 

evaluadas extensamente para la determinación de las estructuras que participan en 

el control de la conducta sexual femenina y masculina en roedores. 

En el experimento 2 observamos que la exposición a feromonas provenientes de 

machos sexualmente expertos incrementa de manera significativa la actividad 

neuronal en las regiones analizadas del SPV de ratonas silvestres. Estos datos 

concuerdan con las observaciones descritas ratas, hámsteres, cobayos y hurones 

macho. Con esto aportamos mayor evidencia acerca de la capacidad de las claves 

quimiosensoriales sexualmente relevantes para inducir un cambio en la actividad 

neuronal de estructuras específicas dentro del sistema nervioso central. 

El objetivo principal de este estudio era determinar el efecto de la actividad del PR 

sobre la detección e integración de feromonas en el SPV. Utilizando ratonas 

transgénicas que no expresan ninguna de las isoformas A y B del PR (PRKO), 

demostramos que la exposición a feromonas de ratones sexualmente activos no 

cambia la actividad neuronal del SPV como sucede en las ratonas silvestres en las 

cuales la actividad del PR está intacta. 

La actividad neuronal basal en las estructuras analizadas de las ratonas PRKO es 

similar a lo que observamos en las ratonas silvestres expuestas al aserrín limpio. 
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Con esto podemos descartar la posibilidad de que la ausencia de diferencias 

significativas se deba a una hiperactividad basal intrínseca. 

Finalmente, el número promedio de células Fos-IR en las ratonas PRKO 

comparadas con las ratonas silvestres es significativamente menor en todas las 

regiones analizadas. Con esto, aportamos nueva evidencia de la participación del 

receptor para progesterona en la detección y procesamiento de aferencias 

quimiosensoriales por parte de estructuras bien definidas dentro del sistema 

nervioso central. 

Es evidente que la actividad de la progesterona no sólo se limita al establecimiento 

y mantenimiento de la preñez, sino que ejerce un efecto modulador sobre 

estructuras cerebrales importantes para la elección de la pareja sexual así como 

para el despliegue de la conducta sexual. 
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