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Finalmente, nuestro estudio de busqueda de muta-
ciones menos frecuentes o noveles en los pacientes,
nos ha permitido establecer que muchas de las pacien-
tes diagnosticadas como NC poseen so6lo un alelo con
mutacion o bien ninguno (11). Estos resultados co-
bran importancia dado que demostrarian que el hipe-
randrogenismo que se observa en estos pacientes se
debe a otras causas y no a la deficiencia de 21-hidroxi-
lasa, y que los valores hormonales considerados como li-
mite de corte para su inclusion, estarian sobreesti-
mando la frecuencia de la patologia. De hecho, todos
aquellos pacientes analizados que presentan valores de
17 OH- progesterona post-estimulo con ACTH menores
a 14 ng/mL (valor de corte: 10 ng/ml.(4) poseen s6lo
un alelo del gen mutado o bien ninguno (4) (11)(12).
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Resumen

La interaccién entre las células somaticas y entre las gametas
involucra una serie de eventos moleculares que no han sido
dilucidados totalmente. Nuestro grupo de investigacién ha
desarrollado proyectos dirigidos a profundizar el conoci-
miento de dichos eventos. Los estudios han comprendido el
analisis de moduladores de la funcionalidad espermatica (ej.



efecto de la temperatura de incubacién, las concentraciones
del ién calcio, los anticuerpos antiespermaticos de fluidos
biolégicos en la motilidad, la capacitacion y la exocitosis
acrosomal). Asimismo, hemos caracterizado componentes del
espermatozoide (ej. CaM Kinasa |V, proacrosina/acrosina) y
de secreciones del tracto femenino (ej. Grp78/BiP), evaluado
su rol en el desarrollo de capacidad fecundante y, en algu-
nos casos, investigado su relacion con la infertilidad. En afios
recientes, nuestros proyectos se han extendido al estudio de
las cadherinas en eventos de adhesién celular durante la fe-
cundacion; hemos caracterizado la expresion de cadherina
epitelial y neural en tejidos reproductivos y gametas y eva-
luado su participacion en la fecundacién. Dada su recono-
cida relevancia en el cancer, hemos abordado estudios en di-
versos modelos tumorales. Nuestras investigaciones han
contribuido a la comprensién de los eventos de interaccion
de las gametas durante la fecundacién asi como entre las cé-
lulas sométicas durante la progresion tumoral.

Palabras clave: interaccion celular * fecundacién * pro-
gresion tumoral * proacrosina/acrosina * Grp78/Bip * cad-
herinas clasicas

Summary

Cell-cell interaction between somatic cells as well as gametes
involves molecular events that have not been completely elu-
cidated. Our research group has developed projects aimed at
studying proteins and mechanisms participating in these in-
teractions. Several modulators of sperm functions have been
analyzed (i.e. incubation temperature, calcium ion concen-
tration, and antisperm antibodies present in biological flu-
ids upon sperm motility, capacitation and acrosomal exocy-
tosis). In addition, proteins from spermatozoa (i.e. CaM
Kinase IV, proacrosin/acrosin) and from secretions of the fe-
male tract (Grp78/BiP) have been characterized, and their
role in the development of sperm fertilizing ability assessed.
In some cases, their relationship with infertility was evalu-
ated. In recent years, our projects have been extended to
study members of the cadherin superfamily and related pro-
teins; in particular, the expression of epithelial and neural
cadherin in reproductive tissues and gametes was charac-
terized and evidence of their participation in fertilization-re-
lated cell-cell adhesion events shown. Based on the vast ev-
idence of the role of these proteins in tumor progression, our
current research also involves studies of cancer models.
Our projects have contributed to the understanding of the
molecular basis of cell-cell interaction during fertilization as
well as during tumor progression.

Key words: cell-cell interaction* fertilization* tumor progres-
sion* proacrosin/acrosin* Grp78/Bip * classical cadherins

Resumo

A interagdo entre as células somdaticas e entre os gametas en-
volve uma série de eventos moleculares que n&o tém sido elu-
cidados totalmente. Nosso grupo de pesquisa tem desenvol-
vido projetos encaminhados a aprofundar o conhecimento de
tais eventos. Os estudos tém compreendido a analise de mo-
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duladores da funcionalidade espermatica (ex. efeito da tem-
peratura de incubag&o, as concentragbes do ion célcio, os an-
ticorpos antiespermaticos de fluidos biolégicos na motilidade,
a capacitacao e a exocitose acrossomal). Do mesmo modo, ca-
racterizamos componentes do espermatozoide (ex. CaM Kinase
1V, proacrosina /acrosina) e de secregdes do trato feminino (ex.
Grp78/BiP), avaliamos seu papel no desenvolvimento de ca-
pacidade fecundante e, em alguns casos, investigamos sua re-
lacdo com a infertilidade. Em anos recentes, nossos projetos
se tém estendido ao estudo das caderinas em eventos de ade-
sdo celular durante a fecundagéo; temos caracterizado a ex-
pressdo de caderina epitelial e neural em tecidos reprodutivos
e gametas e avaliamos sua participagdo na fecundagdo. Dada
sua reconhecida relevancia no cancer, temos abordado estu-
dos em diversos modelos tumorais. Nossas pesquisas tém con-
tribuido a compreenséo dos eventos de interacao dos game-
tas durante a fecundagdo bem como entre as células somaticas
durante a progressao tumoral.

Palavras chave: interagdo celular * fecundacao * progressao
tumoral * proacrosina/acrosina * Grp78/Bip * caderinas
classicas

Introduccién

La interaccion entre las células somaticas y entre las ga-
metas involucra una serie de eventos moleculares com-
plejos que no han sido dilucidados totalmente. Desde su
constituciéon hace 15 anos, nuestro grupo de investigacion
ha desarrollado proyectos de investigacion dirigidos al es-
tudio de los mecanismos moleculares y las entidades que
participan en el reconocimiento de las gametas durante
la fecundacion. Como parte de los proyectos, hemos es-
tudiado el rol de diversos componentes del espermato-
zoide y de las secreciones del tracto femenino en el de-
sarrollo de su capacidad fecundante, asi como hemos
evaluado requerimientos in vitro (¢j. el rol de la tempe-
ratura de incubacién y del i6n calcio (Ca2t) del medio de
cultivo de espermatozoides para el desarrollo de estrate-
gias de abordaje de algunos de los eventos de este pro-
ceso). En anos recientes nuestras investigaciones estan en-
focadas en el estudio de miembros de la superfamilia de
moléculas de adhesion llamadas cadherinas y proteinas re-
lacionadas a éstas en eventos de adhesion celular du-
rante la fecundacion. Dada la reconocida relevancia de
miembros de esta familia de moléculas de adhesion en la
progresion del cancer, nuestras investigaciones se han
extendido a su estudio en diversos modelos tumorales.
Los disenos experimentales han involucrado el uso de ga-
metas y tejidos reproductivos de distintas especies de ma-
miferos (modelo humano, murino y bovino) asi como li-
neas celulares y muestras de tejidos no tumorales y
tumorales de diversos origenes. En los abordajes de es-
tudio empleamos estrategias celulares, bioquimicas, mo-
leculares y funcionales. En los parrafos siguientes se pre-
senta una revision de algunos de los proyectos realizados.
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GENERALIDADES DEL PROCESO DE LA
FECUNDACION

La fecundacion involucra una secuencia coordinada
de interacciones moleculares entre el espermatozoide
y el 6vulo que dan origen a una zigota. Los espermato-
zoides son células altamente especializadas y polariza-
das, que se forman de manera continua en el epitelio se-
minifero del testiculo durante la espermatogénesis. Sin
embargo, el espermatozoide que deja la gonada es in-
motil o presenta motilidad no progresiva y no puede fe-
cundar al ovocito; ambas propiedades son adquiridas
durante su transito por el epididimo en un proceso co-
nocido como maduraciéon epididimaria. Luego de la
eyaculacion, los espermatozoides deben permanecer
un tiempo en el tracto reproductivo femenino donde
sufren una serie de cambios metabdlicos y funcionales
conocidos en conjunto como capacitaciéon esperma-
tica. Los espermatozoides interactian con las células del
tracto reproductivo de la hembra y sus secreciones y de-
sarrollan un patrén de motilidad llamado hiperactiva-
cion, que facilita su acercamiento y la penetracion de las
envolturas del ovocito. Una vez en el sitio de fecunda-
cion, los espermatozoides comienzan una serie com-
pleja de interacciones con el ovocito y sus envolturas,
particularmente las células del cumulus y la corona ra-
diata y la zona pellucida (ZP) hasta alcanzar el cito-
plasma. Los espermatozoides sufren la exocitosis acro-
somal (EA), evento que permite la liberacion de
enzimas acrosomales que asisten al espermatozoide en
el proceso, asi como la redistribucién de proteinas en
diferentes subregiones de la gameta y el consecuente
desarrollo de capacidad fusogénica del segmento ecua-
torial, que participaria en la fusién con el oolema (1-3).

En las ultimas décadas, mucho se ha avanzado en re-
lacion al conocimiento de las bases de este proceso; sin
embargo, los mecanismos moleculares involucrados
aun no han sido dilucidados en su totalidad. La identi-
ficacion y caracterizacion de las moléculas que partici-
pan en el proceso de fecundacion asi como la com-
prension de los mecanismos que regulan su expresion
y funciones pueden contribuir no solo a comprender los
mecanismos involucrados en la interacciéon espermato-
zoide-ovocito, sino también al mejoramiento de las he-
rramientas actuales para el manejo de las gametas, el de-
sarrollo de nuevas alternativas para el diagnostico y
tratamiento para la infertilidad humana y nuevos mé-
todos anticonceptivos.

REQUERIMIENTOS DE TEMPERATURA Y DE
IONES CALCIO EN LOS PROCESOS DE
CAPACITACION Y DE EXOCITOSIS ACROSOMAL

Los eventos de la capacitacion y la EA se encuentran
estrechamente relacionados, situacion que hace difi-
cultosa la evaluaciéon de los mecanismos y los compo-
nentes involucrados de manera independiente. En un
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proyecto orientado a disociar estos procesos, evaluamos
los requerimientos de temperatura e iones Ca%* para su
ocurrencia en condiciones in vitro en el modelo del es-
permatozoide humano. Los resultados de estos estudios
revelaron que la incubacién de los espermatozoides a 20
°C impide la capacitacion espermatica pero es sufi-
ciente para sontener una respuesta a la induccién de la
EA por un inductor fisiolégico (fluido folicular) en es-
permatozoides previamente capacitados (4). Los estu-
dios permitieron determinar ademas el requerimiento
de concentraciones diferenciales de iones Ca2+ en el me-
dio de incubacion de los espermatozoides in vitro para
la ocurrencia de ambos eventos: mientras 0,22 mM es
suficiente para el desarrollo de eventos asociados a la ca-
pacitacion (niveles de fosforilacion en proteinas fosfo-
riladas en residuos tirosina y motilidad hiperactivada),
se necesitan concentraciones mayores del cation diva-
lente (al menos 0,58 mM) para producir la maxima res-
puesta de las gametas a la induccion de la EA mediada
por el fluido folicular y para obtener la maxima tasa de
union ala ZP (5). La formulacion de medios de cultivo
con cantidades diferenciales de i6n CaZ* permitié abor-
dar otros estudios, entre ellos identificar anticuerpos an-
tiespermaticos inductores de la EA en sueros de muje-
res en consulta/tratamiento por infertilidad y
determinar su efecto sobre la interaccién espermatica
sobre componentes de la ZP (6) (7), asi como determi-
nar que la chaperona Grp78/Bip, que se incoporaria al
espermatozoide durante la capacitaciéon, modula la in-
teraccion entre ambas gametas de manera dependiente
de los iones CaZt (8 ver en detalle mds adelante). Te-
niendo en cuenta que los medios de cultivo para manejo
de espermatozoides en general tiene concentraciones
milimolares de iones Ca2* (2 mM), la formulacién de
medios de cultivo con cantidades diferenciales del cation
divalente podran impactar en el manejo de patologias
espermaticas, entre ellas la ocurrencia prematura de la
capacitacion y/o EA.

PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA
MOTILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE: KINASAS
DEPENDIENTES DEL ION CALCIO EN EL
ESPERMATOZOIDE HUMANO

Los mecanismos involucrados en la regulacion de la
motilidad del espermatozoide de mamiferos no se co-
nocen totalmente. Los estudios mencionados en la sec-
ci6én anterior (5) revelaron que los iones Ca2* juegan
un rol clave en el mantenimiento de la motilidad. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes a este fenémeno
no han sido dilucidados. Dado que los iones CaZ+ pue-
den unirse a calmodulina y este complejo regula la ac-
tividad de muchas enzimas, entre ellas las proteinas ki-
nadas dependiente de Ca2*/calmodulina (CaM kinasas),
desarrollamos un estudio iniciado como parte de la te-
sis doctoral de la Dra. C. Marin Briggiler y luego com-
pletado de manera conjunta con el grupo liderado por



el Dr. P. Visconti, en ese momento miembro de la Univ.
de Virgina, EEUU. En el mismo, evaluamos la relevancia
de la presencia de iones Ca2* en el medio de incubacion
para la motilidad de los espermatozoides humanos y es-
tudiamos la participacion de las proteinas CaM kinasas en
la motilidad. Los estudios confirmaron el requerimiento
de los iones Ca2* en el medio de incubacién para el
mantenimiento de la motilidad, determinandose que
una concentracion de 0,22 mM del i6n divalente es su-
ficiente para su mantenimiento. La participacion de las
CaM kinasas en la regulacion de la motilidad esperma-
tica dependiente de los iones Ca2t fue confirmada a tra-
vés del uso de inhibidores de estas kinasas (activos:
KN62, KN93; inactivos: KN04 y KN92), observandose
una disminucién significativa en el porcentaje de es-
permatozoides motiles; en particular, la incubacion con
el KN62 condujo a una reduccion significativa en los va-
lores de los parametros cinematicos y afectaron negati-
vamente de manera significativa la cantidad de ATP en
la gameta, pero no alteraron la viabilidad celular, la fos-
forilacion global en residuos tirosina y la respuesta de
las células a inductores fisiologicos de la EA. Final-
mente, estudios adicionales permitieron a detectar una
forma de 61 KDa para la proteina kinasa IV Ca2+ /cal-
modulina-dependiente (CaM kinasa IV) espermatica,
que fue localizada en el flagelo; los estudios ademas de-
mostraron un aumento de su actividad durante la ca-
pacitacion y su inhibicién con KN62 (9).

ADQUISICION DE PROTEINAS DURANTE LA
CAPACITACION: LA CHAPERONA Grp78/BiP

Como se mencionara previamente, los espermato-
zoides completan la adquisicion de su capacidad fe-
cundante durante su transito por el tracto reproductor
de la hembra (1-3). Numerosas evidencias sugieren que
el entorno oviductal tiene un rol esencial en las etapas
finales de la adquisiciéon de competencia funcional de
las gametas que llevan al éxito de la fecundacion. Los es-
permatozoides que llegan al oviducto, interactuan con
las células del epitelio oviductal y con sus secreciones,
habiéndose observado un efecto del medio condicio-
nado de cultivos de estas células en la preservacion de
la vitalidad y motilidad espermaticas, asi como en la es-
timulacién de eventos relacionados con la capacitacion
en animales, especialmente en el modelo bovino (10).
Sin embargo, los efectos sobre la capacitaciéon en el
modelo humano no son concluyentes (11). Teniendo
en cuenta evidencias previas que demostraron la de-
teccion de una forma secretoria la chaperona
Grp78/BiP (Glucose regulated protein 78/ Binding immu-
noglobulin Protein) y hallazgos preliminares en nuestro la-
boratorio sobre su deteccion en el fluido folicular, rea-
lizamos un proyecto en colaboraciéon con la Dra. V.
Corrigal y col. del King’s College London School of Medicine
(Londres, Reino Unido) para estudiar su expresion en

IBYME 651

tejidos y secreciones del oviducto humano y evaluar su
asociacion al espermatozoide y su rol en eventos rela-
cionados con la fecundacion. En cortes histolégicos de
las secciones del isthmus y ampulla del oviducto hu-
mano, la Grp78/BiP fue inmunolocalizada en las cé-
lulas oviductales de ambas regiones, presentando ma-
yor senal en la ultima. La forma secretoria de esta
chaperona fue inmunodetectada en perfiles electro-
foreticos de proteinas de fluido oviductal y de medio
condicionado de cultivos de células de tejido tubario
humano. El analisis de los fluidos recuperados en di-
ferentes momentos del ciclo menstrual ademas revelo
la presencia de mayores niveles de Grp78/BiP en el pe-
riodo periovulatorio. Asimismo, Grp78/BiP recombi-
nante se asocio6 a la region acrosomal de la cabeza del
espermatozoide humano capacitado y demostré tener
un rol modulador de la interaccion entre las gametas
de manera dependiente de los iones. Ca2*. Los resul-
tados obtenidos concordaron con dos informes publi-
cados durante el curso de la investigaciéon en el modelo
humano que describieron formas secretorias de la cha-
perona, su expresion en el oviducto y su capacidad de
interactuar con el espermatozoide (12) (13). El estudio
completado por nuestro grupo reporto, por primera
vez, la secrecion de la Grp78 por las células epiteliales
oviductales humanas, asi como demostré su asocia-
ci6n a la region del capuchoén acrosomal del esper-
matozoide y present6 evidencias de su rol modulador
de la activacion de la gameta en eventos de la fecun-
dacion (Figura 1).

PROTEASAS ESPERMATICAS Y EL PROCESO
DE LA FECUNDACION:
PROACROSINA/ACROSINA

La participacion de proteasas de tipo tripsina en la
interaccion de gametas fue propuesta a partir de estu-
dios que revelaron la capacidad de los inhibidores de
tripsina de bloquear la penetracion espermatica del
ovocito (14). De las proteasas acrosomales de este tipo,
una de las mds abundantes y estudiadas es Acrosina
(EC 3.4.21.10), una endoproteasa con sitio activo de se-
rina y especificidad por las uniones peptidicas de resi-
duos Arginina o Lisina. Acrosina se sintetiza y almacena
como zimogeno inactivo (proacrosina) en el acrosoma
de las espermatidas redondas de todos los mamiferos es-
tudiados y se activaria durante la EA en el sitio de la fe-
cundacion (15)(16).

En estudios realizados por nuestro grupo de investi-
gacion, el sistema proacrosina/acrosina fue immuno-
localizado en la region apical de la cabeza y corres-
pondiente al granulo acrosomal de espermatozoides
permeabilizados no capacitados y capacitados, mientras
que luego de la EA se observé inmunoreactividad en la
region ecuatorial o desaparicion de la senal para la
proteasa. Dado que la secuencia aminoacidica de pro-
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Anti Grp-78 IgG de conejo
Isthmus
Ampulla
Grp- 78 rec control
PBS 2043 2546
Grp78 rec 100 pg/m| 9£3% 4148%
PBS 30x6 15£]
Grp78 rec 10 pg/ml 14£5°% 2815
PBS 2848 2346
Grp78 rec | pg/ml 2245 206
PBS 2745 1442
[B-gal rec 100 pg/iml 1844 1842

Figura 1. Expresién de Grp78 en el oviducto humano, su incorpora-
cion al espermatozoide humano y efecto sobre la interaccion de las
gametas. A. Inmunolocalizacién de Grp78 en secciones de trompa
de Fallopio (isthmusy ampulla) humanas utilizando anticuerpo anti
Grp78 (Santa Cruz Biotech) 2 mg/mL, anti conejo marcado con FITC
(1:100), y contratincién con ioduro de propidio. Como control se in-
cluye tincién con IgG de conejo 2 pg/mL. B. Unién de Grp78 re-
combinante (Grp78 rec) a espermatozoides humanos. Los esperma-
tozoides capacitados por 4 h se incubaron con Grp78 rec (100 pg/mL)
o PBS (control) por 4 h adicionales, fueron lavados para eliminar la
proteina no unida y procesados para inmunocitoquimica. Se utilizd
anti Grp78(Santa Cruz Biotech) 20 pg/mL, anti conejo marcado con
CY3 (1:750). C. Efecto de la incubacién de espermatozoides sobre
la interaccion con la ZP. Los espermatozoides métiles fueron incu-
bados por 4 h en condiciones capacitantes y expuestos a Hemizo-
nae (HZ) en presencia de diferentes concentraciones de Grp78 rec.
La HZ correspondiente fue incubada con PBS como control. Luego
de 4 h de incubacién, se removieron los espermatozoides débilmente
unidos y se contaron los espermatozoides unidos por HZ. Se reali-
zaron ensayos con 100 pg/mL de B-galactosidasa como control. Los
resultados se expresan como media = EEM; n > 7. * P< 0.05 vs.
control. El experimento fue realizado en medio conteniendo Ca2+ o
Sr2+ (datos de ref. 8).
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acrosina no indica la presencia de regiones transmem-
brana, la proteasa no estaria asociada directamente a la
membrana del acrosoma y seria un componente de la
matriz acrosomal. La proenzima humana puede ser ex-
traida de espermatozoides utilizando soluciones acidas
que permiten disociar complejos formados con protei-
nas acrosomales y con el agregado de inhibidores de
proteasas para prevenir su activacion. En electroforesis
bajo condiciones reductoras, proacrosina humana mi-
gra como una forma doble de Mr 53.000-55.000 y
58.000-61.000, igual tamano molecular que el observado
en ensayos de zimografia de extractos dcidos. La acti-
vacion de la proenzima seguiria el mecanismo pro-
puesto para la isoforma de cerdo, observandose formas
de 52 kDay 34 kDa que representarian el intermedia-
rio a-acrosina y la proteasa activa -acrosina, respecti-
vamente, ademas de otras formas de procesamiento de
22-24y 16 KDa. Su activaciéon puede ser completamente
inhibida en presencia de benzamidina, sugiriendo la
participacién de serina proteasas en el mecanismo de
activacion. Si bien proacrosina purificada tiene capaci-
dad de autoactivarse in vitro, €l proceso de activacion en
el acrosoma estaria regulado por otros factores. En par-
ticular, estudios conjuntos entre nuestro laboratorio
con el grupo del Dr Coronel de la Universidad de Cor-
doba, Argentina, revelan que tanto la activacién como
la actividad de la proteasa humana presente en extrac-
tos acidos serian inhibidas por la proteina caltrin del
plasma seminal (16-18).

En relacion a las funciones del sistema proacro-
sina/acrosina, estudios realizados utilizando el modelo
de knock outindicaron que esta enzima no seria esencial
para el proceso de fecundaciéon (19) (20). Sin embargo,
los espermatozoides deficientes en proacrosina/acrosina
mostraron un retraso en la penetracion de la ZP nor-
males y en ensayos de competencia espermatica no fe-
cundaron al ovocito (20). Estudios complementarios
llevaron a proponer su participaciéon en la activa-
cion/liberacion de los contenidos acrosomales durante
la EA. En concordancia con estas observaciones, se iden-
tificaron alteraciones en los patrones de activacion de
proacrosina de espermatozoides de individuos subférti-
les sin alteraciones en los parametros seminales y con
una capacidad disminuida de fecundar ovocitos in vitro
(21) asi como un anticuerpo monoclonal dirigido con-
tra el dominio de activaciéon de la proenzima produjo
una inhibicién del porcentaje de espermatozoides hu-
manos reaccionados sobre la ZP homologa (22).

Ademas de su funcion de proteasa, el sistema proa-
crosina/acrosina tendria un rol en el reconocimiento y
union del espermatozoide a glicoproteinas de la ZP ho-
mologa (15); sin embargo, los estudios en el modelo hu-
mano eran escasos. Empleando ensayos de union en fase
solida (Ligand bloty ensayo en placa de poliestireno) se
completaron una serie de experimentaciones para ca-
racterizar la interaccion entre proacrosina/acrosina hu-



mana y glicoproteinas de la ZP homoéloga. Para los es-
tudios se utiliz6 proacrosina/acrosina recuperada de
espermatozoides y glicoproteinas obtenidas de ovocitos
humanos de descarte de programas de fecundacion in
vitro, asi como formas recombinantes de proacrosina
(Rec-40) y productos truncados de su expresion (Re-30,
Rec-20, Rec-10. Rec-6) generados en bacterias y glico-
proteinas recombinantes de la ZP expresadas en células
CHO (rec-hZPA, rec-hZPB, rec-hZPC). Los estudios re-
velaron la capacidad maxima de Rec-40 de interactuar
principalmente con rec-hZPA, en concordancia con es-
tudios en otras especies y demostraron el rol de los azu-
cares fucosa y manosa, presentes en los oligosacaridos de
la ZP, en la interaccién con la proenzima (23-25).
Teniendo en cuenta las funciones identificadas para el
sistema de proacrosina/acrosina y que anticuerpos con-
tra proteinas espermaticas han sido asociados a infertili-
dad humana, result6 relevante determinar la incidencia
de anticuerpos contra el sistema proacrosina,/acrosina en
el suero de las mujeres en consulta por infertilidad. Em-
pleando un ensayo de ELISA con la proacrosina hu-
mana recombinante (Rec-40) como antigeno (ELISA-
Acro), se determind una incidencia del 19% sobre un
total de 179 sueros con anticuerpos contra el sistema de
la proteasa. Una evaluacion en paralelo realizada con el
método de rutina de diagnéstico de infertilidad inmu-
nologica (ensayo de immunobeads, IBT), arrojé resul-
tados similares (incidencia de anticuerpos antiesperma-
ticos contra proteinas espermaticas de superficie: 20%).
Sin embargo, de los sueros antiacrosina positivos, s6lo 6
fueron IB positivos, indicando que el ensayo clinico de ru-
tina no permite predecir la presencia de anticuerpos an-
tiacrosina. Estudios complementarios permitieron iden-
tificar un grupo de sueros que s6lo reconocieron la
region C-terminal de proacrosina, involucrada en el me-
canismo de activacion de la proenzimay en la interaccién
de proacrosina con componentes de la ZP. Todos esos
sueros afectaron la unién de proacrosina recombinante
ala proteina ZPAy en algunos casos también inhibieron
la activacion de la proenzima (26) (Figura 2). Estos es-
tudios, en conjunto con los que realizamos usando un an-
ticuerpo monoclonal contra la proenzima que mostraron
un comportamiento similar y que inhibieron la EA (22),
sugirieron el posible efecto deletéreo de los anticuerpos
anticrosina sobre la fertilidad. Empleando un modelo ex-
perimental murino de inmunizacién genética contra
proacrosina humana, se comprobé la respuesta humoral
hacia la proacrosina/acrosina humana en los animales in-
munizados, determinandose ademas la capacidad de
esos anticuerpos generados de afectar la activacion de
proacrosinay de bloquear la interacciéon con la rec-hZPA;
asimismo, los anticuerpos inhibieron de forma dosis-de-
pendiente la fecundacion in vitroy afectaron la fertilidad
in vivo de los ratones, observandose un menor namero
de crias en las hembras inmunizadas y de un tamano sig-
nificativamente menor que las nacidas de hembras con-
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Figura 2: El sistema proacrosina/acrosina. Deteccion de anticuerpos
en el suero de mujeres en consulta por infertilidad y reactividad a
distintas regiones de la proenzima. A. Deteccién de anticuerpos anti-
proteinas espermaticas de superficie, mediante “Immunobead Binding
Test” (IBT) y anticuerpos anti-proacrosina/acrosina, mediante ELISA
indirecto (ELISA-Acro). Se analizaron los sueros de 179 mujeres en
consulta por infertilidad, 36 (20%) presentaron anticuerpos contra an-
tigenos de superficie segtin ensayo de IBT (>50% de espermatozoides
unidos a microesferas) y en 34 (19%) se detectaron anticuerpos anti-
proacrosina, seglin ensayo de ELISA-Acro. S6lo en 6 pacientes se en-
contré concordancia entre ambos ensayos. B. Analisis de las regiones
de proacrosina reconocidas por los anticuerpos presentes en pacien-
tes en consulta por infertilidad. Los sueros en los que se detectaron
anticuerpos anti-proacrosina (n=34) utilizando proacrosina recombi-
nante humana (Rec-40; aa 1-402) como antigeno fueron enfrentados
a segmentos de la proteina truncados en el extremo C-terminal: Rec-
30 (aa 1-300), Rec-20 (aa 1-190) y Rec-10 (aa 1-160). De los 34 sue-
ros analizados, 25 presentaron reactividad contra Rec-30 y 9 recono-
cieron a Rec-20 y Rec-10. En linea de puntos se indica el valor de corte
establecido para el ensayo (D0O=0,270) (datos de ref. 26).

troles (27), confirmando su efecto negativo sobre la fer-
tilidad e indirectamente la relevancia de este complejo
enzimatico en el proceso de la fecundacion.

EXPRESION DE MJEMBROS DE LAS
CADHERINAS CLASICAS EN TEJIDOS )
REPRODUCTIVOS Y GAMETAS Y EVALUACION
DE SU PARTICIPACION EN LA FECUNDACION

La adhesion célula-célula regula numerosos procesos
como el crecimiento, la movilidad, la diferenciacion y
la supervivencia de las mismas. Las cadherinas confor-
man una superfamilia de glicoproteinas transmem-
brana que intervienen en la unién célula-célula en
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forma dependiente de iones Ca%*. Dentro de la familia
de las cadherinas Tipo I o clasicas, se encuentran la cad-
herina epitelial (uvomorulina, CAM120/80; cadE) y la
cadherina neural (cadN). Como el resto de los miem-
bros de la familia, poseen 5 dominios extracelulares cad-
herina (EC1-ECH), un dominio Ginico transmembrana
y un dominio citoplasmatico. Los dominios cadherina
extracelulares participan en las interacciones con mo-
léculas de cadherina en la superficie de células adya-
centes; una vez mas los iones Ca2* cumplen un rol
clave, dado que su unioén a sitios especificos cambia la
conformacion de la proteina haciendo que el dominio
ECI adquiera rigidez y permita la interacciéon entre
cadherinas. Por su parte, el dominio citoplasmatico
une a la cadherina con moléculas adaptadoras, entre
ellas B-catenina, y a través de ellas interactua con la red
de filamentos de actina, para estabilizar la adhesion ce-
lular; esta region de la proteina también esta involu-
crada en el trafico y senalizacion celular (28) (29).

Dado que cadE y cadN participan en la adhesion ce-
lular dependiente de iones Ca2*y que el proceso de la
fecundacion involucra eventos de adhesion celular en-
tre células somdticas y gametas y entre gametas entre si
que requieren de la presencia de este cation divalente,
surgio el interés de caracterizar la expresion de ambas
moléculas de adhesion en tejidos reproductivos y ga-
metas y evaluar su posible participacién en la fecunda-
cion; al inicio del proyecto, los estudios reportados so-
bre su presencia en las gametas eran escasos y el estudio
de su rol en la fecundacion no tenia antecedentes. La
expresion de cadE en el epididimo fue confirmada,
determindndose la presencia del transcripto, asi como
la proteina en las células principales del epitelio epidi-
dimario y la forma completa de Mr 120.000 en extrac-
tos proteicos del epididimo y de espermatozoides. CadE
fue inmunolocalizada en espermatozoides no capacita-
dos, capacitados y reaccionados, en regiones subcelu-
lares que participan en la interaccién gamética en par-
ticular en la membrana plasmdtica del ovocito; la
proteina adaptadora fB-catenina acompané la localiza-
cién de cadE. En ensayos in vitro de interaccion de ga-
metas (ensayo de Hemizona para evaluar la interac-
ci6én espermatica con la ZP y ensayo de penetracion de
ovocitos de hamster sin ZP para evaluar la unién y fu-
sion del espermatozoide al ovocito) los anticuerpos
anti-cadE inhibieron de manera significativa la unién
del espermatozoide a componentes asociados a la es-
tructura de la ZP y la penetracién de los espermatozoi-
des a ovocitos de hamster (30). Asimismo, se identifico
la presencia y colocalizacion en el espermatozoide de
un modulador negativo de las funciones de cadE, la pro-
teina disadherina e inicialmente identificada principa-
mente en células tumorales invasivas (31).

Los estudios sobre cadN confirmaron la expresion
de la molécula de adhesion en el testiculo y permitie-
ron determinar los niveles de expresion del trans-
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cripto en la gonaday el epididimo. Asimismo, las eva-
luaciones revelaron la presencia de la forma completa
de cadN de 135 KDa en extractos de testiculo y esper-
matozoides eyaculados. La proteina fue inmunoloca-
lizada en el capuch6n acrosomal de espermatozoides
no capacitados y capacitados, mientras que se localiz6
en el segmento ecuatorial de los reaccionados. Asi-
mismo, cadN fue localizada en la superficie del ovo-
cito. La preincubacion de los espermatozoides con
anticuerpos especificos no afect6 su capacidad de in-
teractuar con la ZP pero produjo una inhibicién sig-
nificativa de la penetracién de los ovocitos de hamster,
permitiendo proponer un rol para cadN en eventos
que llevan a la fusién del espermatozoide al ovocito

(32) (Figura 3).

cadN cadE + cadN

Figura 3. Cadherinas epitelial y neural. Inmunodeteccién en game-
tas humanas. Inmunolocalizacién de cadE y cadN en espermato-
zoides y ovocitos humanos A. Los espermatozoides fueron seleccio-
nados y posteriormente fijados y sometidos a ensayos de
inmunocitoquimica y registro por microscopia laser confocal. B. In-
munodeteccién de cadE y cadN en ovocitos humanos de descarte de
programas de reproduccién asistida sin ZP (estudios realizados en
colaboracién con el centro CEGYR) y evaluacién empleando mi-
croscopia laser confocal. En A. y B. se emplearon los anticuerpos anti
cadE (H-108) y anti cadN (H-63) (2 pg/mL, Santa Cruz Biotech) se-
guido de incubacion con anti conejo marcado con CY3 (1:750). Como
control se incluy6 tincién con IgG de conejo 2 pg/mL (datos no mos-
trados) (datos de ref. 30y 32).

Los estudios para ambas proteinas se han extendido
a los modelos murino (Veiga et al, resultados no publi-
cados) y bovino (Caballero et al., en consideracion; Ar-
zondo ¢l al., resultados no publicados), obteniéndose re-
sultados que apoyan los encontrados en el modelo
humano.



CADHERINA EPITELIAL Y LA PROGRESION,
TUMORAL. ALTERACIONES EN LA ADHESION
CELULAR MEDIADA POR CADHERINA
EPITELIAL. ESTUDIOS EN LINEAS CELULARES

La alteracion de la adhesion celular es un mecanismo
clave en la progresion tumoral y en los procesos de me-
tastasis; como parte de ese proceso, en NUMerosos can-
ceres se han identificado anormalidades en la expresion
de cadE, la que se asocia de manera inversa a la agresi-
vidad del tumor. La pérdida de cadE en las células trans-
formadas impide la formacién de las uniones adheren-
tesy les permite ignorar el ordenamiento tisular, infiltrar
el estromay eventualmente migrar hacia otros sitios. La
supresion de la adhesion célula-célula puede disparar la
liberacion de células tumorales del tumor primario y
conferirle propiedades invasivas. Los cambios en la ex-
presion de cadE inducen respuestas celulares que llevan
ala conversion de las células epiteliales en células con ca-
racteristicas mesenquimales, con un aumento de la mo-
tilidad y la invasividad, en un proceso llamado transiciéon
epitelio-mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés Epit-
helial-Mesenchymal Transition) (33).

La presencia de alteraciones en la expresion de cadE
ha sido documentada en numerosos tumores de diversos
origenes tisulares. Particularmente, el cancer de mama es
la causa principal de mortalidad por cancer en mujeres,
representando el 14%; es el tipo de cancer mds comun
en las mujeres y representa el 23% de los canceres fe-
meninos. Se ha descripto que la disminucién parcial o to-
tal de cadE se asocia con la pérdida de caracteristicas de
diferenciacion, la adquisicion de invasividad celular, un
mayor grado tumoral, un comportamiento metastasico
de las células y un pronéstico pobre. Los estudios in vi-
tro demuestran que las lineas celulares de cancer hu-
mano con morfologia epiteloide y diferenciada expresan
cadE y son poco invasivas, mientras que las lineas con una
morfologia del tipo fibroblastoide son invasivas y han per-
dido la expresion de cadE. Como parte de los proyectos
desarrollados por nuestro grupo en este area de investi-
gacion, se caracterizo la expresion de cadE y de protei-
nas relacionadas en las lineas celulares IBH-6 e IBH-4.
Ambas lineas celulares fueron desarrolladas en el IBYME
por la Dra. I.Luthy y col. a partir de carcinomas ductales
infiltrantes de mama humanos. Como parte de los re-
sultados, se identificé una forma distintiva de cadE de 89
KDa, truncada en el extremo C-terminal y presente en ba-
jos niveles (<30% de la forma completa en células MCF-7),
determinandose ademas la presencia de niveles de trans-
cripto de cadE aproximadamente 1000 veces menores
que en MCF-7. CadE present6 una localizacion intrace-
lular puntillada y se contrapuso a la tipica localizacion
proteica en los bordes celulares y sitios de contacto en
MCF-7; B-catenina acompané a cadE y se identificaron
cambios en la estructura de los filamentos de actina con
deteccion de fibras de estrés de actina y una disminucion
de las adhesiones focales. Estos cambios son caracteristi-
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cos de la transformacion celular y sugieren una reorga-
nizacion dinamica del citoesqueleto celular (Figura 4).
Los estudios se han extendido a la evaluacion de mode-
los experimentales de cancer murino de mama (Lapyckyj
et al, manuscrito en elaboracion), y de vejiga (Lapyckyj et
al., manuscrito en elaboracion). En colaboracion con el
grupo liderado por el Dr. | Revent6s y col. del Hospital
de Vall d’Hebron de Barcelona, Espana, nos encontra-
mos estudiando diversos modelos de estudio de cancer
de endometrio y de ovario (analisis en curso). Los mo-
delos seran empleados en el estudio de las bases mole-
culares del cancer y podran ser utilizados en el diseno de
estrategias y herramientas para su diagnostico y trata-
miento.

IBH-4

IBH-6 MCF-7

Figura 4. Expresion de miembros del complejo adherente: cadherina
epitelial, B-catenina y actina filamentosa en lineas celulares de céan-
cer de mama humano. Analisis de localizaciéon de miembros del com-
plejo adherente (cadE, B-cateninay actina filamentosa) lineas celulares
de cancer de mama humano IBH-4, IBH-6 y MCF-7. A. Inmunocito-
quimica de fluorescencia y analisis por microscopia laser confocal de
cadE (HECD-1, Zymed seguido de incubacién con anti conejo marcado
con CY3 1:750) en células IBH-6, IBH-4 y MCF-7. B. Deteccién de
actina filamentosa (F-actina, verde) con faloidina-FITC (Invitrogen
Life Technologies) en ensayos de colocalizacién con p-catenina
(610153, BD Biosciences 1:1000), seguido de incubacién con anti
conejo marcado con CY3 1:750). Como control se incluyé tincién con
IgG de conejo o ratén agregado a la misma concentracién que el pri-
mer anticuerpo especifico (datos no mostrados) (datos de ref. 34).

En conclusion, los proyectos abordados por nuestro grupo de
investigacion han contribuido a la comprension de los eventos
de interaccion de las gametas durante la fecundacion, asi como
entre las células somdticas durante la progresion tumoral.

Referencias bibliograficas

1. Yanagimachi R. Mammalian fertilization. En: The Phys-
iology of Reproduction. Editores: Knobil E y Neill JD.
Nueva York: Raven Press; 1994.

2. Wassarman PM, Jovine L, Litscher ES. A profile of fertil-
ization in mammals. Nat Cell Biol (2001);3:E59-E64.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719



656

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Instituto de Biologia y Medicina Experimental

. Vazquez-Levin MH, Marin-Briggiler Cl. An overview on

the molecular mechanisms involved in human fertiliza-
tion. En: Infertility in the Male (4ta Edicién). Editores:
L. Lipshultz, S. Howards, y C. Niederberger. Nueva
York: Cambridge University Press; 2009.

. Marin-Briggiler Cl, Tezén JG, Miranda PV, Vazquez-

Levin MH. Effect of incubating human sperm at room
temperature on capacitation-related events. Fertil Steril
2002; 77(2): 252-9.

. Marin-Briggiler Cl, Gonzalez-Echeverria F, Buffone M,

Calamera JC, Tezén JG, Vazquez-Levin MH. Calcium re-
quirements for human sperm function in vitro. Fertil
Steril 2003; 79(6): 1396-403.

. Marin-Briggiler Cl, Vazquez-Levin MH, Gonzalez-Echev-

erria F, Blaquier JA, Miranda PV, Tezén JG. Effect of an-
tisperm antibodies present in human follicular fluid
upon the acrosome reaction and sperm-zona pellucida in-
teraction. Am J Reprod Immunol 2003; 50(3): 209-19.

. Marin Briggiler Cl, Gonzalez Echeverria MF, Blaquier J,

Tezon JG, Vazquez-Levin MH. Identifican proteinas es-
permaticas involucradas en la fecundacién humana.
Pagina de la Sociedad Iberoamericana de Informacién
Cientifica (SIIC). http://www.siicsalud.com/dato/autor.
php/81116

. Marin-Briggiler Cl, Gonzalez-Echeverria MF, Munuce

MJ, Ghersevich S, Caille AM, Hellman U, et al. Glucose-
regulated protein 78 (Grp78/BiP) is secreted by human
oviduct epithelial cells and the recombinant protein
modulates sperm-zona pellucida binding. Fertil Steril
2010; 93(5): 1574-84.

. Marin-Briggiler Cl, Chertihin O, Buffone M, Herr JC,

Vazquez-Levin MH, Visconti P. Evidence of the presence
of calcium/calmodulin-cependent protein Kinase IV in
human sperm and its involvement in motility regulation.
J Cell Sci 2005; 118(Pt9): 2013-22.

Hunter RHF, Fléchon B, Fléchon JE. Distribution, mor-
phology and epithelial interactions of bovine spermato-
zoa in the oviduct before and after ovulation: A scanning
electron microscope study. Tissue Cell 1991; 23(5):
641-56.

De Jonge C. Biological basis for human capacitation.
Hum Reprod Update 2005; 11(3): 205-14.

Delpino A, Castelli M. The 78 kDa glucose-regulated
protein (GRP78/BIP.is expressed on the cell mem-
brane, is released into cell culture medium and is also
present in human peripheral circulation. Biosci Rep
2002; 22(3-4): 407-20.

Lachance C, Bailey JL, Leclerc P. Expression of Hsp60
and Grp78 in the human endometrium and oviduct, and
their effect on sperm functions. Hum Reprod 2007;
22(10): 2606-14.

Llanos M, Vigil P, Salgado AM, Morales P. Inhibition of
the acrosome reaction by trypsin inhibitors and preven-
tion of penetration of spermatozoa through the human
zona pellucida. J Reprod Fertil 1993; 97(1): 173-8.
Urch UA. Biochemistry and function of acrosin. En: Ele-
ments of Mammalian Fertilization. Wassarman P. (Editor).
Boca Raton, Florida, US: CRC Press, p. 233-48; 1991.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Vazquez-Levin MH, Furlong LI, Veaute C, Ghiringhelli
PD. An overview of the proacrosin/acrosin system in hu-
man spermatozoa. En: Treballs (Proceedings) de la So-
cietat Catalana de Biologia Endocrinologia molecular.
Volumen especial, p. 1-16; 2005.

Zahn A, Furlong LI, Biancotti JC, Ghiringhelli PD, Marin-
Briggiler Cl, Vazquez-Levin MH. Evaluation of the
proacrosin/acrosin system and its mechanism of acti-
vation in human sperm extracts. J Reprod Immunol
2002; 54(1-2): 43-63.

Biancotti JC, Furlong LI,Miranda S, Novella ML, Coro-
nel CE, Vazquez-Levin MH. Caltrin-like proteins are
found in human semen and may modulate proacrosin
activation (en consideracion).

Adham IM, Nayernia K, Engel W. Spermatozoa lacking
acrosin protein show delayed fertilization. Mol Reprod
Dev 1997; 46(3): 370-6.

Baba T, Azuma S, Kashiwabara S; Toyoda Y. Sperm
from mice carrying a targeted mutation of the acrosin
gene can penetrate the oocyte zona pellucida and effect
fertilization. J Biol Chem 1994; 269(50): 31845-9.
Mari S|, Rawe V, Biancotti JC, Charreau EH, Dain L,
Vazquez-Levin MH. Biochemical and molecular studies
of the proacrosin/acrosin system in patients with unex-
plained infertility. Fertil Steril 2003; 79(Suppl 3):
1676-9.

Veaute C, Liu de Y, Furlong LI, Biancotti JC, Baker HW,
Vazquez-Levin MH. Anti-human proacrosin antibody in-
hibits the zona pellucida (ZP)-induced acrosome reac-
tion of ZP-bound spermatozoa. Fertil Steril 2010; 93(7):
2456-9.

Furlong LI, Hellman U, Krimer A, Tezén JG, Charreau
EH, Vazquez-Levin MH. Expression of human proacrosin
in Escherichia coli and binding to zona pellucida. Biol
Reprod 2000; 62(3): 606-15

Furlong LI, Harris JD, Vazquez-Levin MH. Binding of re-
combinant human proacrosin/acrosin to zona pellucida
(ZP) glycoproteins. I. Studies with recombinant human
ZPA, ZPB, and ZPC. Fertil Steril 2005; 83(6): 1780-90
Furlong LI, Veaute C, Vazquez-Levin MH. Binding of re-
combinant human proacrosin/acrosin to zona pellucida
glycoproteins. Il. Participation of mannose residues in
the interaction. Fertil Steril 2005; 83(6): 1791-6.
Veaute C, Furlong LI, Bronson R, Harris JD, Vazquez-
Levin MH. Acrosin antibodies and infertility. |. Detec-
tion of antibodies towards proacrosin/acrosin in women
consulting for infertility and evaluation of their effects
upon the sperm protease activities. Fertil Steril 2009;
91(4): 1245-55.

Veaute C, Furlong LI, Cameo M, Harris JD, Vazquez-
Levin MH. Antiacrosin antibodies and infertility. Il.
Gene immunization with human proacrosin to assess the
effect of immunity toward proacrosin/acrosin upon pro-
tein activities and animal fertility. Fertil Steril 2009;
91(4): 1256-68.

Angst BD, Marcozzi C, Magee Al. The cadherin super-
family. J Cell Sci 2001; 114(Pt4): 629-41.

van Roy F, Berx G. The cell-cell adhesion molecule E-



cadherin. Cell Mol Life Sci 2008; 65(23): 3756-88.

30. Marin-Briggiler Cl, Veiga MF, Matos ML, Echeverria
MF, Furlong LI, Vazquez-Levin MH. Expression of ep-
ithelial cadherin in the human male reproductive tract
and gametes and evidence of its participation in fertil-
ization. Mol Hum Reprod 2008; 14(10): 561-71.

31. Gabrielli NM, Veiga MF, Matos ML, Quintana S, Chemes
H, Blanco G, Vazquez-Levin MH. Expression of Dysadherin
in the human male reproductive tract and in spermatozoa.
Fertil Steril 2011; Jul 19. [Epub ahead of print]).

32. Marin-Briggiler Cl, Lapyckyj L, Gonzélez Echeverria MF,
Rawe VY, Alvarez Sedé C, Vazquez-Levin MH. Neural
cadherin is expressed in human gametes and partici-
pates in sperm-oocyte interaction events. Int J Androl
2010; 33(1): e228-39.

33. Thiery JP. Epithelial-mesenchymal transitions in tu-
mour progression. Nat Rev Cancer 2002; 2(6): 442-54.

34. Lapyckyj L, Castillo LF, Matos ML, Gabrielli NM, Lithy
|A, Vazquez-Levin MH. Expression analysis of epithelial
cadherin and related proteins in IBH-6 and IBH-4 hu-
man breast cancer cell lines. J Cell Physiol 2010;
222(3): 596-605.

LABORATORIO DE
MECANISMOS MOLECULARES
DE CARCINOGENESIS

Interacciones entre factores de crecimiento
(GFs) y el receptor de progesterona (PR) en
cancer de mama.

Growth factors (GFs) and progesterone
receptor (PR) crosstalks in breast cancer

Interagées entre fatores de crescimento
(GFs) e o receptor de progesterona (PR)
em cancer de mama.

Patricia V. Elizalde, Cecilia Proietti, Roxana
Schillaci, Maria E. Balafa, Leticia Labriola,
Mariana Salatino, Wendy Béguelin,

Romina Carnevale, Celeste Diaz Flaqué,
Eduardo H. Charreau

Resumen

En trabajos previos hemos demostramos la existencia de in-
teracciones bi-direccionales entre las vias de los progesta-
genos y de la heregulina (HRG) en cancer mamario. Encon-
tramos que los progestagenos regulan la actividad y expresién
del ErbB-2 y de la HRG. Describimos que la interaccién en-
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tre la via de la progesterona y de la HRG ocurre a nivel del
PR que es activado transcripcionalmente por la HRG. Ade-
mas encontramos que los progestagenos inducen la activa-
cion transcripcional de la proteina transductora de sefiales
y activadora de la transcripcién 3 (Stat3), que es un requi-
sito para el crecimiento inducido por progestagenos en can-
cer mamario. Demostramos que Stat3 es un punto de con-
vergencia entre las vias de PR y de HRG/ErbB-2 en cancer
de mama, ya que la HRG, a través del ErbB-2, induce la ac-
tivacién de Stat3 mediante la integraciéon del PR como mo-
lécula sefializadora. En linea con estos resultados, descri-
bimos la funcién de Stat3 como coactivador del PR activado
por progesterona y como integrante de un complejo trans-
cripcional en donde ErbB-2 actlia como coactivador de
Stat3 sobre el promotor de ciclina D1. Estos resultados
proveen nuevos blancos moleculares como terapéuticas al-
ternativas para el tratamiento del cancer de mama resistente
a las terapias anti-hormonales y anti-tirosina quinasa.

Palabras clave: cancer de mama * receptor de progesterona *
ErbB2 * heregulina

Summary

Accumulating findings, including ours, have proven the pre-
sence of bidirectional interactions between progestins and
heregulin (HRG) signaling pathways in breast cancer. On the
one hand, we showed that PR activates the HRG/ErbB-2
pathway. On the other, we found that HRG induces PR trans-
criptional activation. We have provided the first demonstra-
tion that progestins induced transcriptional activation of the
signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3),
which is an absolute requirement for progestin-mediated in
vitro and in vivo breast cancer growth. We have identified
Stat3 as a convergence point between PR and HRG/ErbB-2
signaling pathways in breast cancer, given that Stat3 is acti-
vated by HRG via ErbB-2 and through the co-option of PR
function as a signaling molecule. In line with these results,
we have described Stat3 as a coactivator of ligand activated-
PR and as part of a novel transcriptional complex where
ErbB-2 functions as a Stat3 coactivator in progestin-induced
cyclin DI promoter activation. These results provide novel
molecular targets as alternative therapies for breast cancer
resistant to anti-hormonal and anti-tyrosine kinase therapies.

Key words: Breast cancer * progesterone receptor * ErbB2 *
heregulin ErbB2

Resumo

Em trabalhos prévios temos demonstrado a existéncia de
interagdes bidirecionais entre as vias dos progestagenos e da
heregulina (HRG) em cdncer mamario. Encontramos que 0s
progestagenos regulam a atividade e expressdo do ErbB-2 e
da HRG. Descrevemos que a interagdo entre a via da proges-
terona e da HRG ocorre em nivel do PR que é ativado trans-
cricionalmente pela HRG. Além disso encontramos que o0s pro-
gestagenos induzem a ativacdo transcricional da proteina
transdutora de sinais e ativadora da transcricdo 3 (Stat3), que
é um requisito para o crescimento induzido por progestagenos
em cancer mamario. Demonstramos que Stat3 é um ponto
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