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Hormonas. Mecanismos
de accion hormonal

HORMONAS ESTEROIDES

Isabel Luthy

Las hormonas esteroides (HS) juegan un rol cri-
tico en el desarrollo, la diferenciacion sexual, |3 re-
produccion, el crecimiento y el metabolismo. La ac-
cidn clasica de las HS consiste en efectos “crani-
cos" o de larga duracidn, que pueden manifestarse
en haras o dias, e incluyen cambios en la expresion
génica. Las HS ejercen su accidn bioldgica mediante
la unidn de alta afinidad a receptores especificos,
localizados intracelularmente en drganos blanco y
que inician la estimulacion o la represién de la trans-
cripcidn de genes especificos de la célula (Shupnik,
1997). Los receptores de esteroides (RS) son facto-
res de transcripcion activados por ligando y actdan
en general por unién a secuencias especificas del
ADN llamadas elementos de respuesta hormonal
(HRE) (Beato & Sanchez-Pacheco, 1996). Los RS for
man una superfamilia de receptores nucleares, gue
representa la mayor familia de factores de transcrip-
cidn conocida en eucariotes (ya se han identificado
48 de ellos en el genoma humano, pero la mayoria
son “receptores huérfanos”, de los gue adn se es-
pera conocer el ligando vy a veces también la fun-
cidn). Comprenden a los receptores de estrogenos:
RE, pragesterona: RP, glucocorticoides: RG,
mineralocorticoides: RM y andrégenos: RA, Los RS
son proteinas de PM de 80 a 100 kDa, con entre
595 y 984 aa en humanos. Cada unidad monomérica
une una unica molécula de esteroide, pero los re-
ceptores se dimerizan. Son acidicos, asimétricos y
estan presentes en baja abundancia en las células
blanco (0,001% de las proteinas solubles para el
R v 0,1% para el RP). Deben tener alta afinidad
para sus respectivas hormonas, dado que las con-
centraciones séricas tipicas oscilan entre 0,1 y 10
nh. Exceptuando a la fosforilacion, no se conocen
modificaciones covalentes post-transcripcionales.

El andlisis de secuencia de aminoacidos {aa) y
diseccién mutacional han demostrado que estos
receptores son modulares, es decir, pueden ser divi-
didos en diferentes dominios (Shupnik, 1997},
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La zona amino (N) terminal A/B varia
significativarmente tanto en la secuencia como en
su longitud entre los diferentes receptores y las di-
ferentes especies, y es por lo tanto una zona
inmunogénica. Usualmente contiene un dominio de
trasactivacion (AF-1) que activa genes blanco de
forma constitutiva. Esta regién puede también ser
importante para determinar la especificidad de genes
blanco en los receptores con diferentes isoformas,
que reconocen el mismo HRE. La regidn central C
contiene 8 residuos cisteina conservados que for-
man complejos con dos iones zinc en arreglos
tetrahédricos formando estructuras llamadas “de-
dos de Zinc”, que son responsables del reconoci-
miento del ADN. Esta zona C se denomina dominio
de unidn al ADMN (DBD), v es la zona mas consenva-
da en la superfamilia de receptores. Estos dedos de
zinc se unen a los HRE, secuencias de ADN que es-
tan ubicadas normalmente en la regidn 5 de los
genes blanco de las hormonas (aungue también han
sido identificados en intrones y atin 3' de la secuen-
cia codificante} y se los clasifica como secuencias
“enhancer” (Shupnik, 1997). La delecién o muta-
cidn de estas secuencias eliminan la respuesta hor-
maonal, y 1a insercidn en un gen que carece de él le
confiere respuesta hormonal. El HRE de RG, RM, RA
y RP consiste de dos repeticiones cortas (hexa-
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meéricas), invertidas, normalmente imperfectas, se-
paradas por 3 nudledtidos y la secuencia es comin
a todas estas hormonas. El elemento de respuesta
de RE es similar pero diferente, y consiste también
de un palindrome invertido (Tsai & O'Malley, 1994).
Una corta secuencia de 5 aa situados en la base del
primer "dedo” de Zn (proximal) llamada “caja P" es
suficiente para conterir especificidad hacia la fami-
lia hexamérica correspondiente a RG o RE. Otra se-
cuencia de 5 aa acidicos en el segundo “dedo” de
Zn (distal), llamada “caja D" permite diferenciacion
funcional dentro de un tipo determinado de respues-
ta (Shupnik, 1997). Las interacciones especificas
entre las bases del promotor y los aa de la “caja P*
del DBD del RS se estabilizan por una serie de
interacciones no especificas entre aa en las parte N
y carboxi- (C) terminales del DBD y los residuos
fosfato del ADN (Verrijdt y col, 2003). Luego de la
region C, hay una regién bisagra (zona D), que pue-
de permitir que la proteina cambie su conforma-
citn o se pliegue, y a menudo contiene el dominic
de localizacion nuclear (RG, RF), y/o un dominio de
transactivacion (receptor de hormaona tiroidea, RG).
El dominio de unién al ligando (HBD o region E)
estd localizado en posicion C terminal de la regién
D. Esta zona es relativamente grande (alrededor de
250 aa) y es funcionalmente compleja. Contiene
regiones importantes para la asociacion con protel-
nas del shock térmico (hsp), dimerizacion, localiza-
cion nuclear, transactivacion, represidn intra-
malecular (RP}y fundamentalmente union del ligan-
do. En la HBD se ha descripto la regién de
transactivacion dependiente de union al ligando lla-
mada AF-2. El mayor dominio de dimerizacion de
receptores ha sido localizado en la mitad C-termi-
nal del HED. Finalmente, localizada en el extremo
C-terminal se hallza la region F, de funcion especifica
no determinada adn. Se han obtenido clones
gendmicos para la mayoria de estos receptores. Es-
tos genes usualmente contienen ~ 60kb y estan in-

terrurmpidos por numerasos intrones. Multiples si-
tios de iniciacidn son la regla (Tsai & O'Malley, 1994).

Los RS se recuperan de las células en forma de
grandes heterocomplejos (95) que contienen tanto
hsp como inmunofilinas (ver mas adelante). Algu-
nas proteinas de este heterocomplejo cumplen fun-
ciones conocidas de chaperonas, (hsp70 y hsp90) y
una de las funciones criticas de este complejo es la
de facilitar el plegado del HBD de algunos recepto-
res (RG y RM) en una estructura de alta afinidad por
la hormona. Hsp90 interactia directamente con el
HBD de los receptores nucleares en una asociacion
gue parece dar cuenta de |a represion de la regula-
cidn de la transcripcion por el receptor. Esta repre-
sifhn se anula cuando la hormona se une al receptor
y se libera la hsp90 del complejo (Pratt & Toft, 1997},
Los RS estan constantemente pasando dentro y fuera
del nicleo en células gue carecen de hormona, y
bajo estas condiciones de estado estacionario la
mayoria de las moléculas de RG y RM se encuen-
tran en el citosol, mientras que la mayoria de RF, RE
y RA en el nicleo (Pratt & Toft, 1997). El complejo
de chaperonas existe en el citosol como
heterocomplejo multiproteico independientements
de su asociacion con los receptores, funcionando
como maguinarias de plegado proteico. Este
heterocomplejo proteico esta formado por multiples
proteinas. La hsp90 es una familia de proteinas ubi-
cuas en eucariotes (hsp90 representa aproximada-
mente el 1-2% de las proteinas citosdlicas). En au-
sencia de estrés, hsp90 se expresa constitutivamente
en células, esta muy fosforilada y estd localizada pre-
dominantemente en el citoplasma y minimamente
en el nicleg. En condiciones de estrés hsp90 migra
hacia el nideo. Una molécula de RS se une a dos
moléculas de hsp90. Se supone que la dimerizacion
del receptar ocurre luego de la liperacion del
heterocomplejo proteico (Pratt & Toft, 1997). La
hsp70 es una familia conservada en eucariotes. Va-
rios de los miembros de esta familia estan presentes
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FIGURA : Se muestra en esta figura que las hormonas esteroides {Est) sexuales, estragenos y andrégenos se hallan unidos
a la ghobulina que une hormanas sexuales (SHBG), mientras que la progesterona (Prog) y los corticoides se unen a la
globulina que une corticoldes o transcortina (CBG). Todos las hormonas esteroides se unen con baja afinidad a la albimina
(Alb). Una fraccion de HS se encuentra libre v es la biologicamente activa, que entra a la célula, llega hasta el nucleo en el
caso de los esteroides sexuales o hasta el receptor citoplasmético en el caso de los de gluco y mineralocorticoides. Una vez
que se produce la unidn del esteroide al receptor si este altimo es neclear se produce |a separacion del receptor del
complejo proteico y la dimerizacion en un elemento de respuesta hormonal. 5i el receptor es citoplasmatico ademas se
produce la translocacidn al ndcleo. El receptor como dimers interacciona con coactivadores (o) ademds de la magquinaria
basica de transcripcion, gque no se muestra por claridad. Se produce entonces un aumento en la transcripcidn de genes
requlados por la hormona, y por lo tanto en |a sintesis proteica. La respuesta clésica a hormonas esteroides es un incremen-

1o de la sintesis de proteinas especificas por la accién genémica de las hormonas.

en citoplasma y en organelas donde actdan como
chaperonas en el plegado y translocacian. Existen
dos formas citoplasmaticas, una constitutiva de 73-
kDa (dominante) y otra inducible par estrés de 72-
kDa (minoritaria). Los miembros de esta familia unen
proteinas con gasto de ATP para desenrollar regio-
nes de proteinas, y la hidrdlisis del ATP facilita la
liberacion de la proteina. La hsp70 interacciona di-
rectamente con HED de los RS. La estequiometria
no es clara y en este momento no esta daro su rol
en el complejo proteico. La p23 se une directamen-
te a hsp90 en un proceso que requiere energia. Hay

también inmunofilinas en el heterocomplejo
proteico. Estas son proteinas ubicuas y conservadas
gue unen drogas inmuna-supresoras como FKS06 y
ciclosporing A, Se ha postulado gue una inmuno-
filina, la FKBPS2 puede curmnplir un rol en el direccio-
namiento del receptor hacia el nicleo celular, aun-
gue ain no se ha establecido fehacientemente su
funcién. Se ha postulado un modelo para la forma-
cidn del heterocomplejo proteico: en el primer paso
existe una union estrecha entre hsp90, la
inmunaofilina pe0 y hsp70 por un lado y el RS por el
otro, seguido de disociacion de toda la ped y canti

Quimica Montpellier

o
4
w




0 FISIOPATOLOGIA ENDOCRINA: Bioguimica v Métodos Diagndsticos

AN
N

Quimica Montpellier

dades variables de hsp70 y unidn de p23 que
estabiliza el complejo. Se supone gue la liberacion
de pb0 deja libre el sitio aceptor de inmunofilinas
en el hsp90 para su occupacién por otras proteinas
que poseen secuencias de este tipo como FKBPS2,
FKBPS1, CyP-40 o PP5 {Pratt & Toft, 1997).

Mecanismo de accion:

Las HS son moléculas hidrofabicas que usual-
mente circulan en la sangre unidas débilmente a
proteinas transportadoras séricas como la albdmina
o la globulina que une esteroides sexuales, (SHBG,
de reducida especificidad para la unidn de estroge-
nos y andrdgenos), o en algunos casos transporta-
dores mas especificos como transcortina (CGB, que
une glucocorticoides y progesterona). Fisioldgica-
mente solamente 5-10% de la hormona estd en
forma libre, siendo &sta la forma que se une a los
receptores. Se supone que la hormona libre es ca-
paz de difundir a través de la membrana celular y
unirse a los sitios receptores de alta afinidad
(Shupnik, 1997). Una vez que la hormona entrd en
la célula, se produce la unidn de la misma con su
receptor. Los RG y RM se encuentran en el citoplas-
ma, mientras que los de estroides sexuales son nu-
cleares. Al producirse la union del RS con la hormo-
na correspondients, se libera el complejo proteico,
los RS se dimerizan manteniendo la unién con la
hormona, aungue existen evidencias de dimenzadion
en ausencia de HS, (Tamrazi y col, 2002), se translo-
can al ndceo en el caso de los receptores citoplas-
maticos, ¥ en todos los casos se unen a las secuen-
cias HRE de los promotores de genes regulados por
la hormona, aumentando la transcripcion de men-
sajeros especificos, que luego seran traducidos a pro-
teinas. La mayoria de los genes regulados por hor-
monas posee un "TATA box®, que indica el sitic de

inicio de la transcripcidn. Para inidar la transcrip-
cidn, es necesarnio reclutar en el promotor los facto-
res generales de transcripcion y la ARN polimerasa |l
ya sea en forma secuencial o en la forma de una
holoenzima (Lee & Chang, 2003). Los R5 son capa-
ces de interactuar con numerosos componentes de
la maquinaria transcripcional general. Ademas se
han descripto una serie de factores intermediarios
de la transcripcion, coactivadores o adaptadores
transcripcionales para casi todos los RS (Gao y col,
2002). Se ha demostrado que los activatores esti-
mulan una o mas etapas del ciclo de transcripcion
por comunicacion directa o indirecta con los facto-
res generales de la transcripcidn. Ademas, los
activatores pueden interactuar también con facto-
res auxiliares, llamados coreguladores, aumentan-
do el reclutamiento de la maguinaria general de
transcripcion en el promotor. Se sugind que el me-
canismo de activacion de la transcripcion podria
involucrar interacciones directas de los activadores
con los coreguladores yio los factores generales de
la transcripcion (Lee & Chang, 2003). 5e propone el
siguiente modelo de accion de coreguladares: una
vez que el RS se une a la hormona, se produce un
cambio conformacional en el HBD que permite el
reclutamiento de coactivadores, que a su vez facili-
tan la interacdon mas efectiva del receptor con la
magquinaria transcripcional basal y se activa la trans-
cripcién. En cambio, cuando se une un antagonista,
el cambio conformacional es diferente y el resulta-
do es gue si bien en algunos casos existe dimeriza-
cidn y union al HRE en el ADN, no puede desalojar-
se a los posibles corepresores presentes resultando
en una interaccion no productiva con la maquinaria
transcripcional basal. En el caso de agonistas/anta-
gonistas parciales, la activacion de la transcripcion
puede ser resuliado de la relacion relativa coactiva-
dores/corepresores en una célula determinada
{Shibata y col, 1997). La especificidad de expresion
de receptores en células o de tejidos especificas, el
metabalismo hormonal, el reclutamiento diferencial
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de cofactores, los factores de transcripcion depen-
dientes de secuencia y finalmente, el reconocimisn-
to diferencial del ADN probablemente actian con-
juntamente generando respuestas dependientes de
harmona in vivo, adn en los caos en el que el HRE es
comin para diferentes receptores (Verrijdt v col,
2003). Basandose en estudios moleculares y
bioguimicos intensivos acerca de los mecanismaos de
transcripcidn, se sugirid que por lo menos el RA es
capaz de incrementar ademas la eficiencia de la
elongacion transcripcional en los genes blanco de
andrdgenos, ademas del tiempo de permanencia de
la ARM polimerasa Il en el promotor del gen blanco
{Lee & Chang, 2003). Por otro lado las HS, juegan
un ral importante en la estabilizacion de los mensa-
jeros regulados por estas hormaonas (Pascall, 1937).,

Par atra lado, el ADM eucariote esta organizado
en forma de cromatina dentro de la célula. La for-
ma basica de la cromatina es el nucleosoma, La es-
tructura del nuclecsoma puede ocultar determina-
dos elementos de reconocimienta en el ADMN, impi-
diendo la unién de los factores de trascripcion co-
rrespondientes. Se cree que la unidn de la hormena
puede provocar un corrimiento o desorganizacion
del nuclecsoma en la regidn HRE, desenmascaran-
do entonces |os sitios de reconocimiento y facilitan-
do asi la unidn de los factores de trascripcion a esas
secuencias (Beato & Sanchez-Pacheco, 1996). Para
que la transcripcion pueda iniciarse es necesario que
la estructura de la cromatina alrededor de |a regién
HRE en el promotor del gen blanco se reorganice.
La acetilacion de los residuas lisina en el extrerno N
terminal de las histonas desestabiliza los contactos
entre el ADM y las histonas en los nucleasomas y
permite el acceso de las proteinas que unen ADN
ilee & Chang, 2003}, En contraste con la acetilacian
de histonas, la desacetilacion de las mismas por la

histona deacetiltransferasa leva a la condensacién .

de las estructuras nucelosomales provocando repre-
sign de |a transcripcidn (Lee & Chang, 2003).

Isoformas de receptores:

La mayoria de los RS se expresan en diferentes
isoformas y variantes de esas isoformas. Por gjem-
plo, estudios "in vitro™ han dermostrado gue tanto
en tejido de mama normal como tumaral se expre-
san varias variantes de “"splicing” de ambas
isoformas (o y ) del RE ademas de la forma salvaje
(Poola y col, 2002). El RP posee también dos
isoformas, Ay B. Estas dos isoformas se transcriben
de diferentes promaotores inducibles por estragenaos,
pero ambos promaotores estan en un unico gen da
RP; poseyendo la isoforma B los primeros 164 aa
que estan ausentes en la isoforma A (Giangrande &
McDonnell, 1999,

Fosforilacion de receptores:

Las RS que estdn unidos a hsp, estan fosforilados
basalmente, y exhiben un incrementa de la
fosfarilacion cuandao se produce su unidn del ligan-
do. Las quinasas dependientes de cAMP y MAP pue-
den fosforilarlos. Se ha descripto que la fostorilacion
influencia la unién al ADM, la activacidn transcrip-
cional, y la estabilidad de los receptores, aungue la
requlacién de la actividad de RS por fosforilacidn es
compleja. Como en la mayoria de los factores de
transcripcian, ninguno de los sitios de fosforilacidn
se comporta coma una llave prendidofapagado
Weigel, 1995},

Receptores de membrana:

Ademas de |as acciones descriptas a nivel gend-
mico, s& han encontrado una serie de efectos muy
rapidas (de milisegundos a minutos) de las hormao-
nas en los érganos blanco que no son compatibles
con los mecanismas genomicos clasicos, Los meca
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nismos implicados en la accion de estercides indlu-
yen influencias no especificas sobre |a bicapa lipidica,
union especifica a sitios de unién de membrana,
interaccion con otros receptores de membrana,
madulacidn directa de complejos entre canales
iGnicos y neurotransmisores (como ciertos recepto-
res de GABA) y activacion directa de sistemas de
segundos mensajeros (Moss v col, 1997), La mayo-
ria de los trabajos realizados sobre efectos rapidos
de estrdgenos en el sistema nervioso central indica-
rian la existencia de otro RE, o de otra isoforma del
REa asociados a la membrana (Kelly & Levin, 2001).
Se han descripto acciones no gendmicas mediadas
por hormona para cada tipo de esteroide, incluyen-
do progestagenos, androgenos y estrogenos. Ejem-
plos de estas respuestas biologicas incluyen la proli-
feracion de lineas celulares de mama inducida por
estrogenos, la dilatacion de los vasos sanguineos me-
diada por estrogenos y la activacian de la reaccidn
acrosomal inducida en esper-matozoides por
progesterona (Hammes, 2003). Uno de los dos RE
de membrana podria ser |la expresidn del mismo
transcripto que para un RE nuclear, mientras que
los RM y RP parecen ser productos de genes dife-
rentes gue los de los receptores nucleares. Existen
también interfaces de mecanismos no gendmicos ¥
gendmicos para esteroides. Por ejemplo, para los
mecanismos no gendmicos, los estrégenos pueden
promover fosforilacidn en serina del RE nuclear, pu-
diendo de esta manera alterar la actividad transcrip-
cional de estos receptores nucleares {Davis y col,
2002). Muy recienternente, se han clonado 14 genes
de diferentes especies que codifican para recepto-
res de progesterona que estan localizados en la
membrana plasmatica y que tienen tanto los 7 do-
minios transmembrana como un dominio extrace-
lular M terminal y un dominio intracelular C terminal
tipicos de los receptores acoplados a proteina G (Zhu
y col, 2003). Se ha demostrado ademds un dnico
sitio de unién de alta afinidad y saturable para pro-
gesterona en algunas de estas proteinas. Estudios
adicionales en uno de estos receptores mostro que
la unién es especifica para progestagenas y facil-
mente desplazable. Mas adn, la cinética de asccia-
cién y disociacién es rapida (ocurre en unos pocos
minutos), lo cual es tipico de RS de membrana. Es
muy interesante que varios progestagenos y anti-
progestagenos sintéticos, que tienen una alta afini-
dad de unién al RP nuclear, no muestran afinidad
por el RP de membrana estudiado (Zhu y col, 2003).
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