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LOCALIZACION EXTRA NUCLEAR DE RECEPTORES ESTEROIDES Y
ACTIVACION DE MECANISMOS NO GENOMICOS

MARIA CECILIA BOTTINO, CLAUDIA LANARI

Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-CONICET), Buenos Aires

Los receptores de hormonas esteroides han sido considerados histéricamente como factores de
transcripcién nucleares. Sin embargo, en los Ultimos afios surgieron evidencias que indican que
su activacion desencadena eventos rapidos, independientes de la transcripcién y que involucran a diferentes
segundos mensajeros; muchos de estos receptores han sido localizados en la membrana celular. Por otra par-
te, se han caracterizado varios receptores de hormonas esteroides noveles, de estructura molecular diferente
al receptor clasico, localizados principalmente en la membrana celular. Esta revision enfoca los diferentes efectos
iniciados por los glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos, estrégenos y progesterona, y los posibles
receptores involucrados en los mismos.

Resumen

Palabras clave: hormonas esteroides, activacién no genémica, transduccion de sefiales

Abstract Extra Nuclear localization of steroid receptors and non genomic activation mechanisms. Steroid
hormone receptors have been historically considered as nuclear transcription factors. Neverthe-
less, in the last years, many of them have been detected in the cellular membrane. It has been postulated that
their activation can induce transcription independent rapid events involving different second messengers. In
addition, several novel steroid hormone receptors, showing a different molecular structure than the classical
ones, have also been characterized and most of them are also located in the plasmatic membrane. This review

focuses on the variety of effects initiated by glucocorticoids, mineralocorticoids, androgens, estrogens and pro-

gesterone, and the possible receptors involved mediating these effects.
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Las hormonas esteroides ejercen su accion por me-
dio de su unién a receptores miembros de la superfamilia
de receptores nucleares de factores de transcripcion,
entre los que se encuentran los receptores de andrégenos
(RA), glucocorticoides (RG), mineralocorticoides (RM),
estrogenos (RE) y progesterona (RP).

Los receptores de hormonas esteroides comparten
una estructura similar, que consiste en un dominio
carboxi-terminal de unién al ligando (LBD), una region
localizada en el centro de la estructura capaz de unir
ADN (DBD) y un dominio amino-terminal (NTD) requeri-
do para la completa actividad transcripcional del recep-
tor. Presentan ademas dos funciones activadoras de la
transcripcion (AF): AF-1 en el NTD y AF-2 en el LBD,
siendo AF-2 hormono-dependiente. Las regiones LBD y
DBD se encuentran altamente conservadas entre los di-
ferentes receptores, mientras que la regiéon NTD es muy
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variable en su secuencia primaria y longitud (Fig. 1A)%.
Segun la descripcion tradicional, estos receptores se lo-
calizan en el citoplasma y al unirse a su ligando, dimerizan
y traslocan al ndcleo donde actdan como factores de
transcripcion? 3.

Se ha informado que todas las hormonas esteroides
inducen efectos que parecen no necesitar de la activi-
dad transcripcional de los receptores clasicos, como la
activacion de la adenilato ciclasa, de la tirosin-quinasa
Src, de las MAPKSs, y la PI3K; la produccién de segundos
mensajeros y el incremento de las concentraciones de
calcio intracelular*.

Dado que estos efectos ocurren en tiempos muy cor-
tos como para ser mediados por la sintesis de ARN o nue-
vas proteinas, han sido denominados efectos no
genomicos. Los mismos no deben verse afectados por
inhibidores de la sintesis de ARN o proteinas; y deben
ocurrir a concentraciones fisioldgicas de esteroides, dado
gue las altas concentraciones pueden generar efectos no-
especificos en la perturbacion de la membrana celular®.

Si bien son denominados efectos no-genémicos, como
algunas de las quinasas y vias de sefializacion pueden


https://core.ac.uk/display/158831756?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

166
A AF-1 AF-2
[ N0 [osp [u] | weo ||
B
1 = 22 e
| [osp o] [ weo || RE
1 = o 530
| B0 | weo || RE-?
C
AF3  AF-1 AF-2
1= = — 933
| [oso [s] | weo [| reB
165__ A A2 o
|oso [H] | weo [| mP-a

Fig. 1.— Estructura general de los receptores de hormonas
esteroides. A. Esquema de la estructura compartida por
todos los receptores de hormonas esteroides: LBD domi-
nio carboxi-terminal de unién al ligando, DBD dominio de
unién al ADN, regién bisagra (H) y un dominio amino-
terminal NTD, de secuencia muy variable. Presentan ade-
mas 2 funciones activadoras (AF) AF-1y AF-2. B. Estruc-
tura de los dos receptores de estrégenos REa y RE(,
codificados por diferentes genes. C. Esquema de los re-
ceptores de progesterona RP-A y RP-B. En este caso,
ambos receptores son codificados por el mismo gen, solo
que el RP-A se genera a partir de un sitio alternativo de
inicio de la transcripcion, por lo cual carece de los prime-
ros 164 aminoécidos.

finalmente activar otros factores de transcripcion nuclea-
res, en el aflo 2002 el Working Group at FASEB Summer
Conference on Rapid Steroid Signalling sugirié6 denomi-
nar a estos efectos como sefalizacién iniciada por
esteroides en membrana o MISS, contrariamente a los
iniciados en el nucleo o NISS®.

En este trabajo nos concentraremos entonces en de-
tallar las vias de sefializacién que pueden ser reguladas
de manera no-clasica por hormonas esteroides y los po-
sibles receptores involucrados en las mismas.

Receptores de glucocorticoides y MISS

Aunque son ampliamente conocidos los efectos
gendmicos generados por la unién de los glucocorticoides
(Gc) a sus receptores participando en el crecimiento,
desarrollo, homeostasis, inhibicion de la inflamacion e
inmunosupresion; se ha observado también que son ca-
paces de regular varias vias de sefalizacion.
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Una de las vias reguladas por Gc es la de las MAPKSs,
involucrando a varias de las proteinas de estas casca-
das de sefializacion. La inhibicion de las MAPKs ERK1/
2 por tratamiento con Gc ha sido descrita en mastocitos
de ratén, osteoblastos y células T humanas. Esta inhi-
bicién ocurre mediante diferentes mecanismos; en
mastocitos y osteoblastos se observé que se producia
por la induccién de la MAPK fosfatasa 1 (MKP-1), mien-
tras que en células T humanas se demostré que era
generada por la inhibicidn de la fosforilacion de la pro-
teina Raf-1. Los Gc generan asimismo modificaciones
en otras MAPKSs, como la INK/SAPK, que se vio inhibida
en células de musculo liso del tracto respiratorio y en
macrofagos murinos®. Sin embargo, no sélo hay infor-
macion sobre inhibicion sino también sobre estimulacion
por Gc de estas vias como, por ejemplo, en cultivos
primarios de neuronas del hipocampo, ya que éstas se
ven estimuladas mediante un mecanismo de sefializa-
cion dependiente de PKC"’.

También hay informacion sobre la sefializacion me-
diante la modulacion de Akt y PI3K. En el corazén, esta
cascada activa la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) e induce la liberacién de é6xido nitrico (NO)’. Lo
mismo ocurre en células endoteliales humanas, donde
la dexametasona activa la produccion de NO, que es
abolida por el tratamiento con el antagonista RU-486 1M,
indicando una accién RG-dependiente®.

Mas alla de la activacion de cascadas proteicas, uno
de los segundos mensajeros mas comunmente
involucrado en efectos no-genémicos de las hormonas
esteroides es el calcio intracelular. En el caso de los Gc,
sus niveles se ven modificados, por ejemplo, en células
epiteliales bronquiales humanas, donde la dexametasona
produce una rapida disminucion de los niveles basales de
este segundo mensajero®.

Uno de los efectos bioldgicos observados ante el tra-
tamiento con Gc es el aumento en la polimerizaciéon de
actina, que trae consigo cambios en la migracion celular
como ocurre en linfocitos T humanos tratados con
dexametasona® o en células Ishikawa de adenocarcinoma
endometrial, en las cuales se ha observado un aumento
de la migracion celular luego de ser tratadas durante
quince minutos con dexametasona 0.1 pM®.

La modulacién de las vias mencionadas por Gc po-
dria ser efectuada a través de 2 RG alternativos. Uno de
ellos fue identificado en linfomas como una forma modi-
ficada del RG clasico, postulandose que podria funcio-
nar como un receptor unido a membrana (RGm). Si bien
presenta diferente localizacion, peso molecular y espe-
cificidad en la union de Gc, es reconocido por anticuerpos
desarrollados contra el receptor clasico, presenta una
capacidad similar para unir HSP o ADN y patrones de
fosforilacion similares'. Estos receptores se expresan
en monocitos de sangre periférica humana, observando-
se que en pacientes con artritis reumatoidea el nimero
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de monocitos que expresan RGm aumenta con la pro-
gresion de la enfermedad**.

El otro receptor alternativo es una glicoproteina acidica
de 63 kDa identificada en membranas plasmaticas
neuronales del anfibio Taricha granulosa, caracterizado
como un receptor funcional de Gc. Posee caracteristicas
farmacoldgicas completamente diferentes a las del re-
ceptor clasico; no presenta una unién de alta afinidad
por las hormonas que clasicamente se unen al RG, como
aldosterona y dexametasona, sino por corticosterona’.

Si bien han sido identificadas otras proteinas capa-
ces de unir Gc en la membrana plasmatica de higado de
pollo, rata y ratén; los resultados obtenidos in vitro e in
vivo sugieren que serian el RGm o el receptor de 63 kDa
los que poseen un rol crucial en mediar algunos de los
efectos no gendmicos neurofisioldgicos y comporta-men-
tales generados por los Gc*2.

Senalizacidn iniciada en membrana y
receptores de mineralocorticoides

La aldosterona es el principal mineralocorticoide en hu-
manos. Se secreta en la corteza adrenal, y fue siempre
considerada como la principal involucrada en la
homeostasis de electrolitos y agua. Si bien clasicamente
se describieron sus efectos por unién al RM actuando
como factor de transcripcion, en los Gltimos afios se ob-
servé que la aldosterona es capaz también de desenca-
denar efectos no-clasicos, produciendo una estimulacion
de la actividad de la PKC, de ERK1/2, y JNK en varios
tejidos, o generar cambios en la concentracion intracelular
de AMPc, calcio e inositol fosfato (IP,)°.

Los primeros trabajos sobre estos efectos fueron rea-
lizados a principios de siglo y demostraron que un im-
portante sistema de sefializacién, cuando de aldosterona
se trata, es el que involucra al factor de crecimiento epi-
dérmico (EGF) y a su receptor (EGF-R) Esta hormona,
ha demostrado ser capaz de estimular la expresion de
EGF-R en diferentes tipos de cultivo celular, riflones,
corazon, y en los niveles de su ARNm en aorta. En estu-
dios realizados en aorta de rata y en células HEK 293 T,
una linea celular obtenida a partir de células de rifién
embrionario humano, se observé que la aldosterona
modula la expresion de EGF-R mediante una interaccion
entre el RM unido al ligando y el promotor de EGF-R*3,

Una de las implicancias fisiolégicas del rol que cum-
ple el sistema RM/EGF-R se demostr6 en ensayos reali-
zados con ratas espontaneamente hipertensas. Los
vasculomiocitos de estos animales presentaban un au-
mento en los MISS inducidos por aldosterona y media-
dos por c-Src, llevando a la fosforilacion de ERK1/2 vy,
posiblemente, a eventos profibréticos y proinflamatorios®.

Sin embargo, la estimulacion de estas quinasas no
es resultado exclusivo de la participacion del EGF-R.
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Silbernagl y col. demostraron en estudios recientes que
la aldosterona a concentraciones nanomolares induce
una fosforilacion rapida y dosis dependiente de ERK1/2
y JNK en una variedad de células humanas transfectadas.
La activacion de ERK1/2 fue inhibida por el antagonista
espironolactona, apoyando la idea de que ciertos efec-
tos no-genémicos son mediados por los receptores
intracelulares clasicos.

La aldosterona es también capaz de producir efectos
agudos mediados por el RM clasico, como el observado
en el flujo intracelular de calcio en células de musculo
liso vascular y cardiomiocitos. Sin embargo, en células
de piel de ratones RM-/- se demostraron cambios en el
influjo de calcio en respuesta a aldosterona, por lo tanto
no se descarta la existencia de otro tipo de receptor®®.

Se ha postulado que las acciones rapidas no-
genomicas de los mineralocorticoides podrian ser me-
diadas por un receptor de alta afinidad localizado en la
membrana plasmatica, diferente del RM intracelular, dado
gue no son blogqueadas por espironolactona ni
mimetizadas por cortisol*¢. No obstante, los intentos de
aislar y caracterizar un receptor de membrana para
aldosterona han sido fallidos.

Receptores de andrégenos y MISS

Uno de los primeros trabajos acerca de la accion rapida
de la testosterona realizado por el Dr. Yamada y col. en
1979, demostré un aumento en los disparos de las
neuronas hipotalamicas a minutos de la aplicacion de
testosterona en ratas macho adultas. Posteriormente,
Morris y col. demostraron también que en adenohipdfisis
de ratas macho adultas la testosterona inicia una rapida
liberacion de prolactina a los 5 minutos de tratamiento®’.

Las acciones rapidas de los andrégenos sobre la
membrana pueden darse por accién directa sobre cana-
les i6nicos o transportadores o por una modulacion indi-
recta de segundos mensajeros convencionales como Ca?*
intracelular, la activaciéon de PKA/PKC o MAPKY’.

El sistema de sefializacion por modificacién del los
niveles Ca?*intracelular ha sido estudiado en varios mo-
delos; pudiendo ser RA-dependiente o RA-independien-
te, donde la regulacion se desencadena por receptores
acoplados a proteinas G. Uno de estos modelos es la
linea celular de cancer de prostata humano LNCaP, don-
de la sefializacién no clasica desencadenada por la union
de testosterona o testosterona-BSA (T-BSA) a un RA de
membrana (RAm) produce un aumento en los niveles de
Ca?* intracelular, reorganizacion del citoesqueleto de
actina y secrecion de PSAY.

En ovocitos de raton, donde se detectaron RA, la adi-
cién de testosterona produce un arresto de la meiosis
disparada in vitro y la activacion de MAPK, activadoras
del ciclo celular, independiente de la transcripcion. Los
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efectos iniciados no fueron bloqueados por el antagonis-
ta finasteride?® °,

En cardiomiocitos neonatales y adultos aislados, la
testosterona (10-100 nM) incrementa los niveles de cal-
cio intracelular de manera persistente. Este aumento es
inhibido por toxina de Pertusis, U73122 (inhibidor de PLC)
y un inhibidor del receptor de IP,, sugiriendo la participa-
cién de una via de sefializacion iniciada por un GPCR.
Los efectos sobre el calcio intracelular han sido observa-
dos también en células de musculo esquelético, donde
se demostrod que la hormona actla mediante la via de
MEK y Ras para inducir la fosforilacion de ERK1/2 inde-
pendiente del RA intracelular?.

En aquellos casos en los cuales no hay expresion del
RA clasico, como en la linea celular de cancer de prosta-
ta DU145 o en macréfagos de tejido humano; la
testosterona produce una movilizacién intracelular de
calcio a través de un receptor acoplado a proteina G
(GPCR) y sefializacién por proteina lipasa C (PLC)Y.

Se ha estudiado asimismo la activacion de vias de
sefializacion de MAPK mediante receptores nucleares
clasicos localizados en la membrana plasmatica. Estos
receptores se encuentran asociados al dominio SH3 de
Src mediante una region rica en prolinas. Luego de la
estimulacion hormonal, los RA son capaces de asociar-
se a EGF-R y activar Src llevando a la fosforilacion de
MAPK. En células humanas de prostata y lineas celula-
res derivadas de cancer de mama, Migliaccio y col., de-
mostraron que el tratamiento con andrégenos o
estrogenos induce una asociacion entre Src, RA y RE,
llevando a la activacién y estimulacion de la sintesis de
ADNY,

Actualmente hay descriptas dos posibles maneras
mediante las cuales los andrégenos podrian generar
multiples efectos no clasicos. Una manera de desenca-
denar estos efectos seria que la testosterona se una a la
globulina que une hormonas sexuales, SHBG. La SHBG
se localiza en membrana de células respondedoras a
esteroides sexuales de tejidos como epididimo, testicu-
lo, préstata, masculo esquelético, higado, neuronas y
cardiomiocitos'’. La unién de la SHBG a su receptor
SHBG-R y luego a los andrégenos produce la modula-
cion de la sintesis de AMPc y la activacion de PKA, me-
canismo propuesto por ejemplo para las células LNCaP?'.
Hasta la fecha ese receptor no ha sido clonado, pero se
considera que seria un GPCR o algun receptor ligado
funcionalmente.

Otra forma seria que la testosterona pueda unirse a
un RA, clasico o no, asociado a la membrana. Varios
grupos han comunicado una unién especifica de
testosterona en membrana plasmatica en diferentes ti-
pos celulares. Utilizando técnicas de fraccionamiento e
inmunohistoquimica se pudo observar la asociacién del
RA clasico a membrana en células T, ovocitos de
Xenopus y células de Sertoli. En las lineas celulares de
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cancer de mama T47D y MCF-7 se ha descripto la pre-
sencia de un receptor para androgenos en membrana.
En T47D la activacion de este receptor por T-BSA resul-
ta en la muerte por apoptosis, mientras que en MCF-7 la
activacion del mismo inhibe la movilidad de las células®’.

Dado que el RA no posee una estructura transmem-
brana ni es hidrofébico, estaria interactuando con protei-
nas que lo acerquen a la membrana o lo anclen a ella.
Tanto los REa y REB, como RP y RA poseen un motivo
de nueve aminoacidos que conforman una secuencia de
palmitoilacién, es decir, de agregado de acido palmitico
a residuos de cisteina con formacion de enlaces tioéster.
Esta modificacion les permitiria la unién a proteinas como
caveolina-1 pudiendo desencadenar asi los efectos ob-
servados?’.

Elinterés por el estudio de los RAm se ha incrementado
por considerarse un posible blanco terapéutico, ya que se
ha descrito que el RAm se encuentra sobre-expresado en
biopsias de tumores de prostata agresivos?' y que el trata-
miento con T-BSA induce regresion apoptotica en células
de prostata in vitro e in vivo* 2,

MISS y receptores de estrégenos

Los primeros efectos rapidos inducidos por los estrégenos
(E) fueron comunicados por la Dra. Szego y el Dr. Davis
en 1967, cuando observaron que la administracion de
17-b-estradiol (E,) en ratas ovariectomizadas inducia un
aumento en los niveles de AMPc en el (tero?®. Afios mas
tarde, se describieron sitios especificos de unién a
estrogenos en la membrana celular?*.

En la actualidad se han descrito mdltiples acciones
extra nucleares generadas por E. Estos efectos han sido
observados en varios tejidos y lineas celulares.

En células de cancer de mama, la sefializacion por
RE lleva a la desregulacién de la fosfatasa 1 de MAPK,
produciendo una activacién de ERK 1/2%. Esta sefializa-
cién ha sido involucrada también en la modulacion de la
migracion tanto de células de cancer de mama MCF-7%,
como de monocitos?’.

En hueso, la supervivencia y diferenciacion de los
osteoblastos depende de la activacion por E de varios
sistemas de quinasas, incluyendo Src, ERK y PI3K? 29,

A nivel de sistema nervioso central, los E limitan el
dafio neuronal y la muerte, posiblemente por una sefali-
zacion mediante PI3K, PKC, ERK o 3-f glicégeno sintasa
quinasa. Los modelos utilizados incluyen injuria cerebral
por accidente cerebrovascular, por administracién de
glutamato, o por MPTP, un compuesto quimico utilizado
en el modelo de mal de Parkinson.

La sefializacion réapida por E en el sistema
cardiovascular modula la migracién y proliferacion de
células endoteliales y la vasculatura del musculo liso®
81, Ambas isoformas del RE han sido implicadas en la
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sefializacion que lleva a la produccion de 6xido nitrico
(ON) in vivo, resultando en una rapida dilatacion arterial®2.

La descripcion temprana de sitios especificos de union
a E permitié un amplio estudio de estos receptores. Des-
de un principio se sugirié que debian compartir epitopes
con los receptores clasicos REa y REP (Fig. 1B), ya que
eran detectados por técnicas de identificacién
inmunologicas®® **. La expresion de ambas isoformas de
RE clasico en células nulas para estos receptores resultd
en una localizacion tanto nuclear como de membrana®.
Finalmente, los RE aislados de membrana de células de
cancer de mama resultaron idénticos a los nucleares, es-
tudiados por espectrometria de masa; observandose que
aproximadamente entre un 5-10% de los RE} endégenos
se encontraban presentes en la membrana®.

La mayoria de los trabajos relacionados con RE& en
membrana identifican una proteina de 66 KDa como la
forma predominante si no exclusiva del receptor en este
compartimento®” 8. En la linea celular de mama MCF-7
se pudo detectar la presencia de este receptor en la
membrana utilizando estrégeno acoplado a BSA y ensa-
yos de unién al ligando de célula entera®.

Actualmente se han descrito RE de membrana en
varios modelos celulares. En lactotropos de
adenohipofisis de rata, utilizando un anticuerpo para REa
en estudios de microscopia electrénica, se observo la
presencia de estos receptores en la membrana celular®.
En el mismo tipo celular se describié la presencia de RE
en membrana mediante el uso de E2-BSA, y la capaci-
dad de este compuesto de inducir apoptosis; efecto que
pudo ser revertido mediante el tratamiento con el inhibidor
de RE, ICI-182.780%.

En células vasculares endoteliales o de aorta de roe-
dores, la forma predominante es la de 66 kDa y se en-
cuentra localizada tanto en zonas de caveolas como libre
de ellas, estimulando una sefializacion rapida por activa-
cion de la enzima eNOS y la produccion de 6xido nitrico*.
Las caveolas son dominios ordenados de lipidos especia-
lizados que contienen numerosas moléculas de sefializa-
cién incluyendo proteinas quinasas, ERK1/2, receptores
acoplados a proteinas G, EGF-R, IGF-1, Src, Ras y re-
ceptores huérfanos*. Considerando la estructura del REq,
la serina 522 del dominio E es un residuo esencial para la
traslocacion del receptor a membrana, ya que le permite
al receptor interactuar con caveolina-1, facilitando asi el
transporte del receptor a membrana*. Otro residuo im-
portante para la localizacién del receptor en la membra-
na, presente también en el dominio E, es la cisteina 447
determinada como sitio de palmitoilacién necesaria para
la interaccion fisica entre RE y caveolina-1%.

A su vez, tanto en MCF-7 como en células endoteliales
inmortalizadas, se ha observado abundantemente una
forma del REa de 46 kDa que carece del extremo amino-
terminal, de la cual no se conoce aln su importancia* 6,
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Se ha aislado ademas otro receptor de membrana de
36 kDa tanto en lineas celulares de cancer de mama RE+
como en muestras de tumores humanos generados a partir
de una variante de corte y empalme alternativo de REa*.

En lo que respecta al REP, éste ha sido mucho menos
caracterizado, pero se conocen receptores enddgenos
localizados en membrana con un peso molecular cercano
a los 60 kDa*®. Existe también un REf funcional de 54
kDa en la membrana de células endoteliales®.

La abundancia de las dos isoformas de RE en la mem-
brana celular difiere entre los tipos celulares. Mientras
gue en células endoteliales y cardiomiocitos estan pre-
sentes ambos receptores, las células de cancer de mama
expresan en membrana mucho mas REa que REf*.

En el afio 2006, el Dr. Levin y col., demostraron que
del total de RE presentes en células MCF-7, aproxima-
damente el 85% se encontraba en el nlcleo, el 5% en la
membrana plasmatica y el 10% en mitocondria. Llamati-
vamente, el pequefio porcentaje de REf} (comparado con
RE«) se encontraba concentrado en mitocondria. En este
trabajo se observo que el rol que cumple el RE en la
mitocondria es el de prevenir, mediante la union al E2, la
liberacién de citocromo-c inducida por radiacién UV, par-
ticipando ambos receptores en este proceso 51°%.

Mas alla de los receptores clasicos, se encuentran
descritos otros receptores para E en membrana. En el
afio 1988 se clonaron los receptores relacionados a los
RE, ERRa y ERR (Estrogen Related Receptor), y méas
tarde se identifico una tercer isoforma ERRy. Estos re-
ceptores presentan una alta homologia con los RE clasi-
cos en su regién de unién al ligando. Recientemente se
demostr6 que el ERRo puede estimular la transcripcion
de los genes de aromatasa, asi como de otros enzimas
claves en la esteroideogénesis. Con respecto a su loca-
lizacién, se determind la expresion de estos receptores
en rifién, corazon, cerebelo, intestino y misculo esque-
Iético, tejidos que utilizan acidos grasos como fuente de
energia, considerandoselo como un regulador del me-
tabolismo de las grasas*.

Dos estudios recientes implicaron al ERRo. en la pro-
gresion del cancer de mama. Una expresion mayor al
10% de este receptor se vio asociada a una disminucién
de la supervivencia y demostro ser un factor de control
independiente. La expresion de este receptor se vio aso-
ciada también a estadios avanzado de tumores ovaricos
Por otra parte, se observé que la expresion de ERRg
correlaciona con un prondstico positivo, sugiriendo roles
opuestos para estos receptores®.

Existe otro receptor putativo para estrégenos deno-
minado GPR30, receptor huérfano acoplado a proteina
G, clonado por multiples grupos en los afios '90%°. Esta
proteina es capaz de responder a estrégenos con unio-
nes del tipo de alta afinidad y baja capacidad, tanto en
membrana plasmatica como en reticulo endoplasmatico®.
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El gen de GPR30 se expresa en una variedad de tejidos
tanto normales como malignos, con altos niveles encon-
trados en corazén, pulmones, intestino, ovarios y cere-
bro. Mediante estudios de inmunohistoquimica se observo
gue en ratén también se expresa en el tracto reproductor
masculino, en epitelio y masculo. En rata se ha detecta-
do su expresion en cerebro, tejidos embrionarios y fetales,
y en placenta. En lo que respecta a tejidos humanos, se
ha descrito que el epitelio glandular mamario es positivo
para la expresién de GPR30, al igual que la mayoria de
las regiones del cerebro. Los fibroblastos son general-
mente negativos, mientras que el tejido adiposo y el
musculo esquelético resultan moderadamente positivos
y algunos canceres de mama primarios y linfomas tam-
bién lo expresan®.

En células de cancer de mama negativas para RE se
han demostrado varios efectos generados por la unién
de E a GPR30, como la estimulacién de proteinas
quinasas, la sefializacion por calcio, y la transactivacion
de EGF-R. Sin embargo, no se ha podido demostrar que
este receptor medie la activacién de una proteina G en
respuesta a E, evento que si ha sido observado para
RE«®* “2. Algunos grupos han postulado que existe una
colaboracion entre GPR30 y REx5>* y que el GPR30 no
actuaria s6lo en células que no presentasen RE clasico.

Considerando que en estudios realizados por Filardo
y co.l analizando carcinomas mamarios invasivos e
intraductales, se observd que la sobreexpresion de
GPR30 se encontraba asociada al tamafio tumoral (>2
cm), la presencia de metastasis distantes y la
sobreexpresion de HER-2/neu®; resulta de interés am-
pliar los conocimientos sobre este receptor y su posible
utilidad como indicador de la agresividad de un carcino-
ma mamario.

MISS y receptores de progesterona

Los primeros efectos no clasicos de la Pg fueron comu-
nicados en el afio 1941 cuando Selye y col. observaron
que la administracion a altas dosis de esta hormona en
ratas producia anestesia®®.

Aligual que los E, en los tltimos afios se han descrito
diferentes efectos de la Pg mas alla de los conocidos
como genémicos. Sin embargo, su estudio ha avanzado
mas lentamente que los MISS inducidos por E.

Los RP son también miembros de la superfamilia de
receptores nucleares de factores de transcripciéon. Han
sido implicados en una amplia variedad de procesos bio-
I6gicos, incluyendo el desarrollo de la glandula mamaria,
la regulacion de la progresion del ciclo celular, el proce-
samiento de proteinas, el metabolismo y la induccion de
otros eventos de sefializacion®®.

Existen dos isoformas del RP llamadas A (RP-A) y B
(PR-B) que derivan de promotores alternativos de un gen
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localizado en el cromosoma 11 q22-g23 humano®’. Ori-
ginalmente clonado en células de cancer de mama, el
receptor B contiene 933 aminoacidos y un peso molecular
(PM) de 116 kDa, mientras que el receptor A carece de
los 164 amino&cidos iniciales teniendo un PM de 94 kDa.
Estos receptores se caracterizan por tener una region A/
B amino-terminal, una regién de union al ADN formada
por dos dedos de zinc (DBD) una region bisagra (regién
H) participante en la dimerizacion de la proteina y un
dominio carboxi-terminal de unién a la hormona (HBR,
region E)%. En roedores, el PM de RP-By RP-Aes 115y
83 kDa, respectivamente®.

Ambas isoformas se expresan en cantidades aproxi-
madamente equimolares en aves y humanos mientras
que la isoforma A es la predominante en el rat6n®. En
aves, ambas proteinas son sintetizadas por traduccion
alternativa de un Unico ARNm; en humanos y ratén se
generan a partir de dos ARNm distintos que se sintetizan
por transcripcion alternativa a partir de dos promotores®*
62 (Figura 1C). Al examinar el ADNc del RP humano se
encontro otro sitio de iniciacién de la traduccion rio abajo
del sitio de iniciacion de la traduccion de la isoforma A.
Esta isoforma sdélo abarca el segundo dedo de zinc del
DBD, secuencias de localizacion nuclear, dimerizaciéon y
el LBD carboxilo-terminal. Esta tercer isoforma de 56 kDa
se denomind RP-C y no se le ha dado una importancia
significativa en los Ultimos afios®®.

La unioén de la Pg a su receptor produce la liberacién
de los complejos de proteinas de golpe de calor (HSP)
como hsp 90 (proteina de 90 kDa) y hsp 70 (proteina de
70 kDa) a las que se encontraba unida, y un aumento de
su fosforilacion. Una vez liberado el complejo de HSP se
produce la dimerizacion del receptor en homo o
heterodimeros y su unién a una secuencia consenso en
el ADN denominada elemento respondedor a Pg (PRE)
0 a otros factores de transcripcion como el Sp1 (Fig. 2A)%8.

Uno de los modelos méas antiguos de sefializacién no
gendmica inducida por esteroides es la maduracion de
ovocitos de Xenopus por Pg. El agregado in vitro de Pg
promueve la progresion meidtica de los ovocitos. A lo
largo de los afios '60 se reunid suficiente informacion
como para demostrar que este fenémeno es indepen-
diente de la transcripcién. A principios de este siglo se
demostro la participacion del receptor XPR-1; receptor
de progesterona clasico de Xenopus, en los fendmenos
observados®* .

Utilizando la linea celular T47D, Migliaccio y col. ob-
servaron un crosstalk no ortodoxo de receptores hormo-
nales. En este caso, la Pg estimula la via de sefializa-
cién c-Src/p21s/MAPK cuando la hormona se une al RP-
B, que se encuentra preasociado con el REc. La ocupa-
cién del receptor con Pg induce la asociacion del REa a
c-Src, y activa la via®. Utilizando la misma linea celular
pero llevando una copia del promotor del MMTV, uno de
los modelos de regulacion hormonal mejor caracteriza-
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Fig. 2.— Mecanismos de activacién de los receptores de progesterona. A. Modelo clasico de activaciéon de RP. La unién de

Pg a su receptor produce la liberacién de los complejos de proteinas de golpe de calor (HSP) hsp 90 y hsp 70 a las que
se encontraba unida, y un aumento de su fosforilacién. Una vez liberado el complejo de HSP se produce la dimerizacién
del receptor en homo o heterodimeros y la unién del mismo a una secuencia consenso en el ADN respondedora a Pg
(PRE). Luego el dimero interactta con factores de transcripcién basales, otras proteinas de unién al ADN y coactivadores
de manera de regular la transcripcién del gen. B. Mecanismos no genémicos inducidos por Pg. La unién de Pg a los
receptores clasicos localizados en la membrana celular, a los mRP; o bien la unién de factores de crecimiento (FC) a
sus receptores; es capaz de desencadenar eventos como la regulacién de los niveles de AMPc o la fosforilacién de MAPK
y AKT. Estas Ultimas son entonces las encargadas de traslocar al nucleo y fosforilar factores de transcripcién, iniciando
la sintesis de proteinas de ciclo celular. C. Modelo integral, convergencia de vias gendémicas y no genémicas. La union
de Pg a los receptores localizados en la membrana celular induce variaciones en los niveles de AMPc y fosforilaciéon de
proteinas quinasas. La fosforilaciéon de estas quinasas puede darse también por la unién de factores de crecimiento (FC)
autocrinos o paracrinos. De esta forma, las quinasas pueden fosforilar al RP clasico unido o no a Pg, traslocando éste al
ndcleo, uniéndose a secuencias respondedoras, reclutando coactivadores e iniciando la transcripcién de genes de ciclo
celular, factores de crecimiento y quemoquinas. Asimismo, las proteinas quinasas activadas pueden inducir la fosforilacién
de factores de transcripcion, llevando también a la activacion génica, donde las proteinas sintetizadas pueden a su vez
actuar como factores autocrinos o paracrinos.

dos, Vicent y colaboradores observaron que la activa-
cién no-gendmica de la cascada de las MAPK mediada
por RP/RE es requerida para la induccion del promotor
del virus; reclutdndose al promotor tanto RP como ERK
activada y fosfo Msk1 (un sustrato de ERK) y catalizando
la fosforilacion de la histona H3S10°%".

En la linea celular T47D se observé también que RP,
ademas de inducir proliferacion celular, esta implicado
en la migracién e invasion celular. La activacion de RP
por Pg o acetato de medroxiprogesterona (MPA) lleva a
una reorganizacion del citoesqueleto y la formacion de
pseudopodios y prolongaciones de la membrana®®.

Una asociacion similar fue descrita para células
estromales de Utero de rata, donde la induccién de MISS
por Pg se da mediante un crosstalk entre RP y RE& que
lleva a la proliferacion de estas células®.

Otra manera en la cual se produce la activacion de
estas vias es mediante una union directa entre un domi-
nio rico en prolinas de la regién amino-terminal de RP-B
y el dominio SH3 de c-Src.”. Esta interaccion seria la
gue mediaria la activacion de la via de Src/ras/MAPK y
es controversial entonces la participacion del RE en este
fendmeno, como previamente habian descrito Migliaccio
y colaboradores®®.
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La activacion rapida de Src mediada por RP-B lleva a
la transactivacion de EGF-R, resultando en una sefali-
zacion sostenida de MAPK que pareceria ser critica para
promover, por ejemplo, la transcripcién de ciclina D11.
En particular, los resultados acerca de la regulacion de
ciclina D1 resultan contradictorios™ " con lo cual no es
posible saber si estad regulada por mecanismos
gendmicos, no genémicos o por ambos.

En una colaboracion realizada en el afio 2007 por los
equipos del Dr. Edwards y el Dr. Sutherland, se demos-
tré que los progestagenos son capaces de reiniciar la
progresion del ciclo celular de células MCF-7 arrestadas
con un antiestrégeno, pero que este efecto no se debe a
una interaccion con el dominio SH3 de Src ya que se
mantiene en presencia de Src mutado, sino que se pro-
duce mediante la actividad transcripcional de RP-B™.

Aunque RP-A 'y RP-B poseen idénticos dominios SH3
de interaccién y ambas isoformas son capaces de uniry
activar eficientemente a las quinasas Src en un ensayo
de células libres, RP-A no es capaz de mediar la activa-
cién mediada por progestagenos de Src y las MAPK rio
abajo. El andlisis de la localizacion intracelular de RP-A
y RP-B en diferentes tipos celulares y condiciones me-
diante la utilizacion de proteinas fusionadas a la protei-
na verde fluorescente (GFP), revel6 que RP-B se distri-
buye entre el citoplasma y el ndcleo, mientras que RP-A
es predominantemente nuclear’™ 6. Todos estos resulta-
dos han sido obtenidos utilizando construcciones de RP
humanas. Recientemente se informo que el RP de ratén
carece de los sitios ricos en prolina necesarios para la
activacion de Src”’; lo que denota la necesidad de una
cuidadosa extrapolacion entre los datos obtenidos con
células humanas y los de raton.

Ademas de las proteinas ya mencionadas, RP-B tam-
bién es capaz de interactuar con MEK, el activador de MAPK,
mediante un dominio CD (common-docking) ubicado en el
dominio N-terminal de RP-B. La presencia de estos domi-
nios CD sugiere que RP puede servir como una proteina
de plegado (scaffold) coordinando la activacion de vias de
sefializacion con la trans-activacion de RP.

En células de la granulosa, que no expresan RP, la
Pg inhibe la apoptosis de manera esteroide-especifica y
dosis dependiente. Este fendbmeno se da por la union de
la Pg a un receptor novel, de 60 kDa, localizado en la
membrana plasmatica. Este receptor posee una baja afi-
nidad y alta capacidad para unir Pg, pero es incapaz de
unir progestagenos sintéticos como el MPA o
antiprogestagenos como mifepristona u onapristona’™. Se
han informado también proteinas de 54 y 57 kDa que
unen Pg en la superficie de espermatozoides, reconoci-
das por un anticuerpo disefiado contra el RP clasico®.

En el afio 2003, Price y col. describieron en células
endoteliales de aorta humana un receptor de Pg de mem-
brana. Utilizando anticuerpos contra el RP clasico obtu-
vieron bandas inmunoreactivas de 100 y 60 kDa. Aproxi-
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madamente el 8% de las células endoteliales de aorta
expresaban este receptor en sumembranay la mayor parte
de las células que lo expresaban se encontraban en fase
G2/M del ciclo celular®:. El mismo grupo de trabajo clon6
luego y expresé un RP truncado de 38 kDa cuya homologia
con el RP clasico residia en la region bisagra y la de union
a la hormona, al que denominaron PR-M, y del cual no se
conoce funcién aun®. Este mismo receptor fue detectado
luego en células T47D-Y, que no expresan RP nuclear,
mediante ensayos de inmunofluorescencia. Los autores
de este trabajo especulan que los PR-M en células que no
poseen receptores nucleares podrian estar participando
en la movilizacion de calcio, como se ha observado en
espermatozoides®.

En nuestro laboratorio, utilizando el modelo de
carcinomas mamarios murinos inducidos por MPA8* 85,
pudimos detectar la presencia en membrana plasmatica
de ambas isoformas del RP clasico de raton, RP-A (83
kDa) y RP-B (115 kDa), mediante western bloty técnicas
de microscopia confocal, utilizando anticuerpos comer-
ciales contra los receptores clasicos. Observamos tam-
bién que aun bajas concentraciones (0.01 nM) del
agonista de RP, MPA, son capaces de activar ERK1/2 y
e inducir variaciones en los niveles de AMPc. Ademas
pudimos determinar que el antagonista RU486 en con-
centraciones de rango pM o nM es capaz de generar los
mismos efectos no-genémicos observados utilizando el
agonista®, s6lo que en las concentraciones bajas ejerce
un efecto proliferativo como el MPA y en concentracio-
nes de 10 nM o mayores inhibe completamente el creci-
miento tumoral®’.

Mas alla del RP clasico y formas alternativas del mis-
mo se han descrito otros receptores no clasicos para
Pg. A partir de la fraccién microsomal de higado de rata
se purificé por primera vez una proteina de membrana,
denominada componente 1 del receptor de Pg de mem-
brana (PGRMC1), con un PM de entre 26 y 28 kDa,;
también denominada 25-Dx, por el peso molecular ob-
servado de esa proteina regulada positivamente por
dioxina en higado de rata®® ®. Esta proteina se encuen-
tra muy conservada en vertebrados, posee un dominio
transmem-brana N-terminal y un dominio citoplasmatico
putativo de unién al ligando con citocromo b5, no une
directamente sino que, debido a su estructura, presen-
ta capacidad para unir grupos hemo. Posteriormente
se clon6 un homélogo a PGRMC1 humano denomina-
do PGRMC2%. Tanto PGRMC1 como PGRMC2 se en-
cuentran expresados en espermatozoides humanos y
podrian estar involucrados en la reaccion acrosomal
desencadenada por Pg®; sin embargo, hay muy pocos
trabajos acerca de PGRMC2.

PGRMCL1 es una proteina interesante en el estudio
de injuria de la médula espinal en ratas, dado que esta
ubicada en las membranas de las neuronas del cuerno
dorsal y central de la médula espinal y su expresion se
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encuentra incrementada en esta enfermedad®?. Se la ha
visto implicada en sintesis de esteroides y metabolismo,
regulacion de la sintesis del colesterol activando una pro-
teinas citocromo, endocitosis, alteracion de los compor-
tamientos reproductivos y accion antiapoptotica de la Pg
en células de la granulosa®.

Otro receptor para Pg fue clonado por el grupo del Dr.
Thomas en ovocitos de trucha marina (spotted seatrout)
gue no presentaba ninguna similitud estructural con el
RP clasico, y que denominaron RPm. Este receptor es
del tipo de siete pasos transmembrana acoplado a una
proteina G, pero pertenece a la familia de receptores de
progesterona y adiponectina Q, de un origen diferente a
la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR)®. EI ADNc del mismo codifica para una proteina
de 40 kDa, y seria aquel involucrado en la maduracion
meidtica producida por Pg en ovocitos de pez. Luego
observaron gque se encontraba conservado en otras es-
pecies como Xenopus, raton, cerdo y humano; y que hay
3 grupos de genes que codifican para estas proteinas, a
los que denominaron RPma, RPmf y RPmy®. La Fig..
2B resume los diferentes mecanismos de activacion de
los receptores de progesterona descritos.

La distribucion de estas proteinas presenta diferencias.
RPma se encontré principalmente en tejidos reproductivos
como placenta, testiculo, ovario y Gtero, también en veji-
ga, rifidn y médula adrenal. La forma b se distribuye parti-
cularmente en tejidos nerviosos como el cerebro y la mé-
dula espinal. El subtipo y esta presente en rifién, rifion
fetal, colon, carcinoma pulmonar, médula adrenal y pul-
mon; también fue detectada en células HeLa 53%.

Con respecto a las caracteristicas de unién al ligando
de estos receptores, por medio de ensayos de satura-
cion y de Scatchard se determiné que el RPma
transfectado en células MDA-MB-231 que no poseen el
RP clasico presenta un Gnico sitio de union de alta afini-
dad del orden nM, saturable y especifico para 17,20,21-
trihidroxi-4-pregnen-3-ona $20(-S), progestageno carac-
teristico de peces, al igual que para la Pg. Tiene muy
baja afinidad por la testosterona y aiin mas baja para E2
y cortisol. Las caracteristicas de la forma 3 resultaron
similares a las de la forma o.. Al expresar mRPo. en célu-
las MDA-MB-231, el tratamiento con Pg induce una dis-
minucién de la actividad de la adenilato ciclasa (medido
como disminucién de los niveles de AMPc) dosis depen-
diente, acoplandose a una proteina G inhibitoria, y pro-
duce un aumento en la fosforilacion de ERK 1/2%.

En cuanto a la localizaciéon subcelular del receptor,
por medio de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos
desarrollados contra el extremo amino-terminal, los au-
tores observaron que este seria el extremo extracelular
al estar el receptor localizado en la membrana
plasmatica®. Sin embargo, otros autores observaron que
los homdlogos humanos de los RPms se localizan en
reticulo endoplasmatico y, mas adn, que no son capa-
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ces de iniciar una sefializacion mediante AMPc en res-
puesta a Pg; sino que producen movilizacién de calcio®.

El rol que estarian cumpliendo estos receptores no-
veles para Pg esta siendo actualmente analizado. Se ha
observado que en miometrio humano se expresan tanto
la forma o.como la B y que se encuentran diferencialmente
moduladas durante el parto. La disminucion de los nive-
les de AMPc generada por la Pg mediante estos recep-
tores lleva a un aumento en la fosforilacion de la cadena
liviana de miosina, facilitando la contraccién miometrial.
Ademas, la activacion de los RPms llevaria a la
transactivacion de RP-B, produciéndose un cross-talk
entre ambas moléculas. La presencia de estos recepto-
res en miometrio podria mediar la disminucion de Pg,
llevando al Utero a un estado de contraccion®. En cuan-
to a sus funciones en tejidos malignos se observé que, si
bien la mama normal expresa estos receptores, la ex-
presiéon del RPmo. se encuentra elevada en biopsias de
tumores de mama, sugiriendo también la importancia que
podrian tener de participar en un cross-talk con RP al
igual que en Gtero®%. Cuando se estudio la presencia de
RPma en espermatozoides humanos, aquellos que pro-
venian de donantes con baja movilidad presentaban
menos expresion de esta proteina que los normales®.
Ante estos resultados tan recientes es de esperar que
nuevos trabajos determinen la relevancia de estos re-
ceptores en tejidos malignos y su posible utilizacion como
blancos terapéuticos.

Los resultados recopilados en este trabajo demues-
tran que la Pg es capaz tanto de funcionar como un fac-
tor inductor de transcripcion, como de activar vias de
transduccion de sefiales. Estos efectos pueden deberse
a la activacion de receptores clasicos y de membrana.
La Fig.. 2C presenta un modelo integral de activaciéon de
vias genémicas y no genémicas inducidas por Pg.

En conclusion, los mecanismos de sefalizacion no cla-
sica desencadenados por hormonas esteroides han sido
estudiados muy recientemente. El amplio espectro de efec-
tos observados, las variantes de los mismos dependien-
do del tipo celular estudiado y la ubicuidad de los recepto-
res, han hecho arduo este campo de estudio. Se han ob-
servado efectos en diversos organismos a lo largo de la
escala evolutiva, y a su vez las respuestas pueden ser
completamente antagénicas dependiendo del tipo celular
en el cual se desencadenan. Los conceptos clasicos indi-
cando que los receptores de hormonas esteroides ejer-
cen efectos nucleares y de que los receptores de factores
de crecimiento se localizan en la membrana celular des-
encadenando transduccion de sefiales, ya no son tales, y
son cada vez mas los ejemplos que demuestran localiza-
cién nuclear para receptores de factores de crecimiento.
La interrelacion entre los efectos inducidos por los recep-
tores en membrana con los efectos genémicos en ambas
familias de receptores representa un area de investiga-
cion desafiante en el campo de la endocrinologia.
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En este resumen se destacan vias rapidas de sefiali-
zacién, como la regulacion de la activacion de proteinas
quinasas, la modulacion de los niveles intracelulares de
Ca?, inositoles fosfato y AMPc, que pueden ser induci-
das por varias hormonas esteroides, demostrando que
los MISS participan en una amplia variedad de procesos
fisiolégicos, en muchos de los cuales sensibilizan a las
células para respuestas proliferativas o inhibitorias.
Asimismo, la activacion o inhibicién de estas vias es sélo
el inicio de una vasta variedad de respuestas bioldgicas.
Inhibidores de las vias de MAPK y de PI3K son ejemplos
de agentes terapéuticos que se estan desarrollando para
bloguear los efectos no genémicos de las hormonas
esteroides y a su vez inhibir la activacion ligando inde-
pendiente de los receptores clasicos. Asimismo,
inhibidores como rapamicina, temsirolimus y everolimus,
cuya molécula blanco mTOR actla rio abajo en la via
del Akt y es un regulador central de cambios en el am-
biente celular, estan bajo estudio para el tratamiento de
tumores solidos, incluyendo mama, Utero, gastrointestinal,
prostata, pulmon, cabeza y cuello.
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