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RESUMEN

El embarazo esta marcado por cambios y adaptaciones cardiovasculares que son importantes para el
crecimiento y mantenimiento de la placenta y el feto. Durante este periodo, las adaptaciones vasculares
uterinas manifiestan cambios clasificados como de corto o largo plazo los cuales estan relacionados con
adaptaciones vasodilatadoras, angiogénicas o de remodelacién. El estrégeno y los receptores estrogéni-
cos clasicos (REs), RE-a y RE-B, han demostrado ser parcialmente responsables por facilitar el incremento
dramatico en el fluido sanguineo uterino necesario durante el embarazo. En ésta revision bibliografica
se discuten la base estructural para la diversidad y selectividad funcional de los REs por el estrégeno, el
papel de los REs sobre los efectos gendmicos y no-gendmicos en células endoteliales de arterias uterinas
(CEAU). Estos temas integran el conocimiento cientifico sobre la regulacién molecular de CEAU para man-
tener el incremento fisioldgico en la perfusidn utero-placentaria observada durante un embarazo normal.

PALABRAS CLAVE: Receptor de estrogeno, endotelio uterino, vasodilatacion,
angiogénesis, embarazo

SUMMARY

Pregnancy is marked by changes and cardiovascular adaptations that are important for the maintenance
and growth of the placenta and fetus. During this period, the uterine vascular adaptations manifest changes
that can be classified as short or long term and they related to adaptations for vasodilation, angiogenic or
remodeling. Estrogen and the classical estrogen receptors (ERs), ER-a and ER-f3, have been shown to be
partially responsible for facilitating this dramatic increase in uterine blood flow needed during pregnancy.
This literature review discusses the basis for structural diversity and functional selectivity of ERs by estro-
gen, the role of ERs on the genomic and non-genomic effects in endothelial cells of uterine arteries (UAEC).
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These themes integrate scientific knowledge about the molecular regulation of UAEC to maintain the phy-
siological increase in uteroplacental perfusion observed during normal pregnancy.

KEY WORDS: Estrogen receptor, uterine endothelium, vasodilation, angiogenesis, pregnancy

INTRODUCCION

Durante el embarazo, el estrégeno y sus
receptores clasicos (REs), RE-ay RE-f3, intermedian
en las acciones vasculares del endotelio uterino
(2). El endotelio vascular uterino es capaz de
reaccionar al corto y largo plazo cuando es expuesto
a concentraciones fisiologicas de estrégeno
(2-4). Estas reacciones son clasificadas como
gendmicas (clasica/nuclear) y no-gendmicas (no-
clasica/membrana). Los REs son abundantes en el
nucleo donde controlan la transcripcion de genes,
mientras que otra poblacién esta en la membrana
(3-5% de RE totales) involucrada en la regulacion
de senales rapidas (5). EI embarazo tiene un
mecanismo complejo que ayuda a la dramatica
adaptacion vascular uterina la cual abarca eventos
angiogénicos y vasodilatadores. El objetivo de
esta revision es resumir e integrar la evidencia
que apoya el papel vital del REs endoteliales en
las adaptaciones vasculares uterinas durante el

embarazo. Se evaluara la informacion relacionada
con el rol de la base estructural en torno a la
diversidad funcional y selectividad del REs; el rol
del estrégeno y REs en las reacciones genémicas
y no-gendmicas de células endoteliales de arteria
uterina.

Las abreviaciones utilizadas en este documento
se presentan en Anexo 1.

BASE ESTRUCTURAL DE DIVERSIDAD FUN-
CIONALY SELECTIVIDAD DEL REs

Aunque el estrogeno tiene afinidad por
RE-a y RE-B, otros agonistas y antagonistas
farmacoldgicos revelan la diferencia molecular y
estructural entre estos receptores la cual permiten
una amplia gama de funciones. Estas diferencias
pueden explicar la selectividad del estrégeno
entre diversas o mismas células o tejidos. Los Res
son miembros de una superfamilia de receptores
nucleares que comparten regiones conservadas.

Anexo 1.
ABREVIACIONES UTILIZADAS EN EL DOCUMENTO

Abreviacion Significado

FSU Flujo sanguineo uterino

ON Oxido nitrico

RE Receptor de estrogeno

CEAU Células endoteliales de arteria uterina

G- CEAU Células endoteliales de arteria uterina derivado del estado de gestacion
NG- CEAU Células endoteliales de arteria uterina derivado del estado de no gestacién
CEVU Células endoteliales de vena umbilical humana

AU Arteria uterina

endoAU Endotelio de arteria uterina

MSRE Moduladores selectivos de receptores de estrégenos

DA Dominio de ADN

SLN Secuencia de localizacion nuclear

DUL Dominio de unién a ligandos

DAC

Dominio de andamio de caveolina
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Las regiones son dominios A/B, C, D, E y F, con
dominios de transactivacion terminal-N, de ADN
(DA), de dimerizacion, de secuencia de localizacion
nuclear (SLN), y de unién a ligandos (DUL) (6,7).
Sin embargo, los Res son productos de dos genes
distintos (ESR1 y ESR2, respectivamente) que se
encuentran en diferentes cromosomas (8,9). Los
RE-a y RE-B comparten una homologia del 12% en
regiones A/B, 16% en laregién D, 59% en el dominio
E, y 9% en la region de F (10,11). Adicionalmente,
los RE-a y RE-3 comparten sélo 56% de homologia
de aminoacidos en sus DUL, y difieren mucho en
su terminal-N y terminal-C (6,7,12,13). La regién
A/B, es la region expuesta al solvente y el dominio
de funcién de activacion de carga negativa, (AF)-
1, difiere en longitud y secuencia en numerosos
sitios de fosforilacion de la transduccion de sefales
(6). La investigacion de la plasticidad dinamica del
bolsillo de DUL demostré que esta region difiere
entre los dos REs.

Las diferencias estructurales entre los REs sugie-
ren una selectividad dependiente de ligandos para la
activacion del receptor (14). Las diferencias en estruc-
turas han dado lugar al desarrollo de numerosos li-

gandos farmacoldgicos que discriminan entre los dos
Res en base de afinidad, eficacia y diferencias he-
reditarias en el enganche con otros componentes de
sefalizacién (Tabla 1). Por ejemplo, los diarylethyle-
nes tales como diarylpropionitrile (DPN) han demos-
trado poseer una alta selectividad y eficacia 72-veces
mas alta para el RE-B sobre el RE-a debido a su
interaccion con el residuo clave en el DUL (15). En
contraste, los farmacos como propilpirazoltriol (PPT)
manifiestan una afinidad 410-veces mas agonistica
para el RE-a sobre el RE-B (16). Con respecto a los
antagonistas, los farmacos que contienen fenol tales
como 4-[2-fenil-5,7-bis (trifluorometil)pirazolo[1,5-a]
pirimidin-3-il[fenol (PHTPP) demuestran una afini-
dad selectiva considerablemente mas alta hacia el
RE-B que sobre RE-a (17). Del mismo modo, 1,3-bis
(4-hidroxi-fenil)-4-metil-5-[4-(2-piperidiniletoxi)fenol]-
1Hpyrazoledi clorhidrato (MPP) demuestra un anta-
gonismo selectivo 200-veces mas alto para RE-a so-
bre el RE- (18,19).

Estos farmacos selectivos poseen una utilidad
especifica para el enfoque farmacoldgico que ayu-
dan a dilucidar las diferentes y/o distintas funciones
del REs en el rol fisiolégico iniciado por el estrégeno.

Tabla |
LA SELECTIVIDAD DE LOS LIGANDOS FARMACOLOGICOS PARA RE-a Y RE-3

Ligando Selectividad Agonista/Antagonista La selectividad Referencia
farmacolégico RE-a/RE-B de union relativa

Estrogeno-173 RE-o/RE-B Agonista N/A 59
IC1 182,780 RE-a/RE-B Antagonista N/A 60
*4-OH Tamoxifeno RE-a/RE-B Antagonista* N/A 61
ZK 164015 RE-o/RE-B8 Antagonista N/A 62
PPT RE-a Agonista ~ 410 fold 63
Y 134 RE-a Agonista ~ 125 fold 64
*(R,R)-THC RE-a Agonista® ~ 120-fold 65
Raloxifene RE-a Agonista ~ 15-fold 65
MPP RE-a Antagonista ~ 200-fold 18
Genistein RE-B Agonista ~ 26-fold 66
DPN RE-B Agonista ~ 70-fold 15
FERb 033 RE-B Agonista ~ 62-fold 67
WAY 200070 RE-B Agonista ~ 68-fold 17
PHTPP RE-B Antagonista ~ 36-fold 17
*(R,R)-THC RE-B Antagonista* ~ 4-fold 65
*RU486 RE-B Antagonista* ~ 5-fold 67

* Denota farmacos con actividades parcial conocida de agonista y antagonistas hacia RE.
N/A significa la selectividad de unién desconocida o insignificante o afinidad de unién igual tanto para RE-a como para

RE-B.
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Es importante destacar que estos farmacos, descri-
tos en la Tabla I, también apoyan la nocién de que
las diferencia estructurales entre RE-a y RE-B pue-
den explicarse por el hecho que la activacion indu-
cida por el estrégeno a través del REs cumplen con
respuestas fisioldgicas completas, distintas e inde-
pendientes del otro receptor. El uso de estos farma-
cos, junto con el enfoque moleculares de si RNA y
sobreexpresion de RE-a y RE-f usando adenovirus
en celulares proporcionan evidencias muy convin-
centes sobre los roles individuales y complementa-
rios de los receptores (20). Sin embargo, los meca-
nismos moleculares que sustentan la selectividad
fisiolégica del estrégeno enddgeno hacia RE-a y/o
RE-B siguen siendo desconocidos y es el objetivo
principal de las investigaciones basicas.

Las evidencias sobre la diversidad funcional en-
tre RE-a y RE-B se ha derivado del estudio de pro-
cesos gendmicos y/o no-gendémicos en el endote-
lio. Estos estudios demuestran los distintos niveles
de deterioro en ratones con desactivacion genética
del REs o ratones “knockout” (RE-KO). Por ejem-
plo, en comparacion con ratones genéticamente
intactos “wild-type” y ratones RE-a-KO, los ratones
RE-B-KO exhiben una adaptacion gendmica alte-
rada que deteriora gravemente la proliferacion y la
migracion de células endoteliales (21). Sin embar-
go, la comparacién con ratones wild-type o ratones
RE-B-KO, la vasodilatacién rapida mediada por la
produccién de 6xido nitrico (ON) del endotelio es
reducida significativamente en ratones deficien-
tes del RE-a (22,23). En este sentido, es posible
que, aunque ambos REs son importantes para la
homeostasis vascular, la heterogeneidad funcional
permitan la mediacion selectiva de diversas accio-
nes estrogénicas. Estas posibilidades también su-
gieren que la localizacion espacial y sub-celular del
REs entre la membrana y el nucleo confiere otro
nivel de funciones atribuidas a las acciones agu-
das o prolongadas del REs. No obstante, poco se
sabe acerca de las diferencias estructurales y las
posibilidades que existen entre subpoblaciones del
REs en la membrana plasmatica o si esto puede
representar una diversidad mas compleja de RE-a
o RE-B y los efectos fisiolégicos que el estrégeno
puede mediar.

FUNCION DEL ESTROGENOY LOS REs EN LOS
EFECTOS GENOMICOS DE CEAU

Efectos gendmicos de estrogeno mediados por
REs en el sistema vascular uterino incluyen: (a) el
mantenimiento de la vasodilatacién a través de la
regulacion de expresion de enzimas clave y genes

o proteinas (por ejemplo, eNOS), (b) la promocion
de angiogénesis mediante el aumento de la proli-
feracion, migracion y formacion de vasos sangui-
neos, y (c) remodelacion de los vasos sanguineos
en proporcion con el crecimiento de la unidad ute-
roplacentario.

Los aumentos prolongados del estrégeno du-
rante la fase folicular (1 a 3 dias), que son agranda-
dos aun mas durante el embarazo (>100 dias), pro-
ducen alteraciones en la expresion de varios genes
y proteinas asociados con el balance de la vasodi-
latacién y vasoconstriccion; que en conjunto sirven
para regular el tono vascular (21). Por ejemplo, al-
gunos vasoactivos producidos localmente incluyen
endotelina-1 (24), eNOS (25-27) y mudltiples com-
ponentes del sistema de renina-angiotensina (28).
MacRitchie et al, demostraron in vitro que cuando
las células endoteliales pulmonares de fetos ovinos
son expuestas por 2 dias a niveles fisiolégicos de
estrégeno resultd en el aumento en ARNm, nive-
les de proteina, e incremento la actividad de eNOS
(27). Otros reportes sugieren un papel tanto para
RE-a como para RE-B en los efectos vasodilatado-
res a largo plazo del estrégeno. En el endotelio, el
estrogeno modula la expresion de eNOS a través
de su interaccion con RE-a y/o RE-B (29,30). En
contraste en ratones deficientes de RE-B, el es-
trégeno aumentd la vasoconstriccion de los vasos
sanguineos. Sin embargo, el mecanismo de regu-
lacion de esta reaccion estrogénica aparentemente
contradictoria sigue sin resolverse.

En este resumen revisaremos el rol general
del estrogeno y REs en la proliferacion de células
endoteliales con respecto a la regulacion angiogé-
nica de FSU durante la gestacion. Bajas concen-
traciones de estrégeno provocan, ya sea a través
de RE-a y/o RE-B, la proliferacion de células en-
doteliales de vena umbilical humanas (CEVUs) y
de arteria uterinas ovinas derivadas durante el es-
tado de gestacion (G-CEAU); lo cual demuestra
que los REs tienen un papel importante en angio-
génesis inducida durante la gestacién (31-33). En
este sentido, el antagonista del REs, ICIl 182,780,
suprimié completamente las acciones mitogénicas
de estrégeno sobre estas células (32,33). Los re-
sultados de nuestro laboratorio han demostrado
también (Figura 1) que el estrégeno no induce la
proliferacidon de las células endoteliales de arteria
uterina ovina derivadas del estado de no gestacion
(NG-CEAU), demostrando una adaptacion endote-
lial uterina vascular inducida por el embarazo, asi
como la programacion de reacciones estrogénicas
durante el embarazo (32).
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Figura 1. Proliferacion bajo el incremento de con-
centracion de estrogeno en células endoteliales de
la arteria uterina derivadas del estado de gestacion
(G-CEAU) vs. no-gestacion (NG-CEAU). Se obser-
v6 una respuesta proliferativa bifasica en G-CEAU
bajo tratamiento con E,B en comparacion con el
control y con maxima respuesta a una concentra-
cion fisiolégica de 0,1 nmol /L (anélisis de dos vias
de la varianza; efecto de gestacion por efecto de
concentracion; EoB, Fj440=8,16, p<0,0001. NG-
CEAU no respondi¢ al tratamiento de E,f). * As-
teriscos representan un incremento (p<0,05; n=5)
en comparacion con la proliferacion de G-CEAU en
las reacciones de NG-CEAU (n=7) y el grupo de
control sin tratamiento (Adoptado con permiso de
Jobe SO, et al. Hypertension 2010;55:1005-1011).

Debido a la importancia que podria tener la se-
lectividad del REs en la funcion vascular, existe un
considerable interés por investigar la heterogenei-
dad funcional en la regulacién de proliferacion en-
dotelial inducida por el estrogeno. En este sentido,
hemos explorado varios de los agonistas y antago-
nistas farmacolégicos del Res, que estan detalla-
dos en la Tabla I. Nuestros estudios demostraron
que la proliferacién inducida por el estrégeno en
G-CEAUs es inalterada por MPP, el antagonista de
RE-a (Figura 2) (15,32). Estos resultados sugieren
que RE-a no juega un papel principal en la angio-
génesis de CEAUs inducida por el embarazo (32).
Igualmente importante y consistente con los datos

de MPP, PPT agonista del RE-a, no estimula la
proliferacion de G-CEAUs en las concentraciones
estudiadas (Figura 3) (32). En contraste, el anta-
gonista de RE-B, PHTPP, inhibe completamente la
proliferacion de G-CEAUs inducida por el estroge-
no demostrando la selectividad del RE-B (Figura
2). También observamos que el agonista de RE-f,
DPN, induce la proliferacion de G-CEAUs (Figura
3), lo cual indica que la proliferaciéon es producida
principalmente a través del RE-f3 y completamente
independiente del RE-a. Adicionalmente, también
se ha demostrado que el RE-f es el receptor es-
trogénico principal que se expresa en el endotelio
vascular y perivascular de primates, y por lo tanto
puede ser el Unico mediador de acciones angiogé-
nicas y genémicas en el endotelio vascular uterino
inducido por el estrégeno (34).
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Figura 2. Los efectos de 1 pmol/L de ICI, MPP, y
PHTPP en células endoteliales de la arteria uteri-
na derivadas del estado de gestacion (G-CEAU)
respuestas proliferativas a 0,1 nmol/L de E,(. ICI
y PHTPP, pero no MPP, abrogaron la respues-
ta de G-CEAUs a E,f (analisis de dos vias de la
varianza; efecto de antagonistas multiplicado por
efecto de grupo; Fs, 60=25.272; p<0,001). *Asteris-
cos representan un incremento (p<0,05; n=6) en la
proliferacion de G-CEAU comparado con el grupo
sin tratamiento; T indica inhibicion (p<0,05) de la
proliferacion de G-CEAU por ICl y PHTTP (Adop-
tado con permiso de Jobe SO, et al. Hypertension
2010;55:1005-1011).




REGULACION DEL FLUJO SANGUINEO UTERINO. Il FUNCIONES DE ESTROGENO .../ MAYRA PASTORE R. y cols. 223

2.5-
-
A= =
Yo e
C58 15+
28 3 .
:E % o] 1.0 ?
(¥
EET 05 /
=<8 g0 %
= Control 0.1 1 10 100
B = 25- PPT (nmol/L)
Eg % 2.0 © & & &
2z '§ _; 1.51
=]
2 EE 1.0
= o
SER o5
=85
S 2= 00
B Control 0.1 1 10 100
DPN (nmol/L
c E 5 28 ( -
['.'] - = +* ;_
q‘ — s
s 29 151 /
E25 //’ .
22T 1.0 " /
= E 9 7 /
285 AV
=528 05 / /%
E 7 o L4 7
PHTPP (1pmolil) = *+ = = + =
PPT {ﬂ'l nmﬂ”l_l = - - + - -
DPN (0.1 nmol/lL) = - + + & "
EL(01nmolL) = = = = = +

Figura 3. Efectos dependientes de la concentracion de (A) agonista del receptor de estrogeno (RE)-a PPT,
(B) agonista de RE-B DPN, y (C) su combinacion en las respuestas de proliferacion células endoteliales de
la arteria uterina derivadas del estado de gestacion (G-CEAU). El bloqueo de RE- con PHTPP (1pmol/L)
antes del tratamiento con agonista de RE- DNP también se muestra en (C). *Aumento (p <0,05; n=7) en la
proliferacion de G-CEAU en comparacion con los controles sin tratamiento. \ indica una diferencia (p<0,05)
en la proliferacion de G-CEAU en respuesta a DPN o la combinacion de DNP y PPT en comparacion del
tratamiento con E,p. T inhibicion (p<0,05) de la proliferacion de G-CEAU con PHTPP. (Adoptado con per-
miso de Jobe SO, et al. Hypertension 2010;55:1005-1011).
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Ademas de inducir la proliferacion de células
endoteliales, el estrégeno induce la migracion, la
formacion del tubo, y de la matriz extracelular, asi
como la produccién de factor de adhesién en las
células endoteliales a través de un mecanismo me-
diado por RE; colectivamente, estas funciones son
componentes integrales del paradigma de angiogé-
nesis. En este contexto, el ICI-182,780 abroga la
migracion, incorporacion de H3-timidina, la forma-
cion del tubo, y los efectos de cierre de "heridas"
inducidos por estradiol sobre las células del en-
dotelio de arteria uterina y vena umbilical (CEVU)
(31,33). El bloqueo de angiogénicos a través de los
antagonistas del REs demuestra que este proceso
inducido por el estrogeno en el endotelio vascular
uterino es mediado especificamente por sus recep-
tores clasicos. Estos datos también ilustran que el
estrégeno a través del REs clasicos juega un papel
importante en la proliferacién endotelial, la migra-
cion, y la adhesion que estan intimamente impli-
cadas en la angiogénesis uterina, una importante
adaptacion vascular que conduce a aumentos en el
FSU durante el embarazo normal. Sin embargo, en
la actualidad no esta claro si el estrégeno demues-
tra su especificidad a través de ya sea RE-a o RE-f3
para inducir otros efectos angiogénicos distintos de
la proliferacion endotelial, por lo tanto esto requiere
mas investigacion.

FUNCION DEL ESTROGENOY LOS REs EN LOS
EFECTOS NO-GENOMICOS DE CEAU

El mantenimiento del tono vascular esta regula-
do por multiples vasodilatadores que son derivados
del endotelio. Los mas estudiados son el 6xido nitri-
co (ON) y prostanoides como la prostaciclina. Estos
dos vasodilatadores aumentan durante el embara-
zo, sin embargo, experimentos in vivo no han con-
firmado que la contribucion de PGI2 en mantener el
FSU elevado durante la gestacion (35,36). Aunque
prostaciclina es un potente vasodilatador, su fun-
cién en el embarazo no se conoce asi como la del
ON, el cual ha mostrado tener un papel definitivo en
la regulacion parcial del FSU durante la gestacion.
Por lo tanto, la siguiente seccién se enfoca en los
efectos de E,B-RE-ON durante el embarazo.

Generalmente es aceptado que las reacciones
rapidas estrogénicas que contribuyen a la produc-
cion del ON son mediadas por los REs en varios
lechos vasculares incluyendo la aorta (37), la arte-
ria pulmonar (38,39) CEVU (40,41) que produce la
vasodilatacion y el mantenimiento de la perfusion.
Los receptores de estrogeno de membrana (mRE)
se localizan y vinculan funcionalmente a distin-
tas subpoblaciones de regiones dinamicas en la

membrana plasmatica. Estas regiones se llaman
“caveolae” y compartimentan muchos receptores y
moléculas de sefalizacion para crear un "moédulo
de sefalizacion funcional" (42,43). Dentro de estas
caveolas, los REs y eNOS se colocalizan con la ca-
veolina (Cav)-1, la proteina principal del andamiaje
(44,45). Las interacciones entre Cav-1 y eNOS se
producen a través del dominio de andamio de ca-
veolae (DAC) en Cav-1, y la DAC expande el domi-
nio de unién de calmodulina en eNOS. Calmoduli-
na es necesaria para la activacion dependiente de
Ca?*/calmodulin de eNOS (46). La estimulacion de
los niveles enddgenos de REs, asi como la sobre-
expresion de los receptores son capaces de iniciar
la activacion de eNOS (Figura 4 y 5) (47,48). Aun-
gue el mecanismo de E5B-RE-ON esta todavia bajo
investigacion, muchos trabajos se han centrado en
el estudio de la sefalizacion intracelular producida
por RE-a. Sin embargo, poco se sabe acerca de la
sefalizacion de RE-B. Chambliss y cols, informaron
del aumento en la actividad de eNOS después del
tratamiento de estrogeno y su abrogaciéon cuando
las membranas endoteliales aisladas se pre incu-
baron con ICI-182,780 o el anticuerpo-RE-a pero
no con inmunoglobulina G (47) (Figura 4). Ade-
mas, otro estudio demostrdé que las caveolas pu-
rificadas de estas células perdieron la actividad de
eNOS inducida por el estrégeno cuando se utilizd
ICI-182,780 o THC, un antagonista de RE-B (49)
(Figura 5). Recientemente demostramos que la S-
nitrosilacion de proteinas es incrementada a través
de un mecanismo dependiente de E,3-RE-ON en
G-CEAUSs. Sin embargo, los tratamientos con PPT
o DPN fueron incapaces de iniciar estos cambios
protedmicos mediados por ON, pero, la combina-
cién de PPT y DPN indujo la S-nitrosilacion de pro-
teinas a niveles similares como las observadas con
el estrogeno. Estos datos sugieren indirectamente
que RE-ay RE-3 son capaces y necesarios para la
produccién de ON.

Aunque varios grupos de investigacion han
establecido que los REs pueden localizarse en la
membrana endotelial o caveola (40,44,45,50,51) y
que inducen la produccion de ON, el mecanismo de
trafico de REs a las caveolas sigue siendo desco-
nocido. Se ha postulado que a pesar que los REs
pueden carecer de dominios de transmembrana
(50,51), los Res se han vinculado con la modifica-
cién de acidos grasos a través de la palmitoilacién,
como un cambio postraduccional responsable por
su presencia dentro de la caveola y su asocia-
cién con proteinas reguladoras tales como Cav-1
(51,52). En la busqueda de un mayor entendimien-
to de los mecanismos del trafico del REs, Pedram
y cols (51), identificaron una secuencia en Cav-1
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Figura 4. Efecto del anticuerpo especifico contra el
receptor de estrogeno (RE)-a sobre la actividad de
la sintetizadora del 6xido nitrico (NOS) bajo el tra-
tamiento de Eof. Membranas de células endotelia-
les aisladas fueron incubadas durante 15 minutos
en ausencia (basal) o presencia de E5f3 con o sin
anticuerpo a RE-a (RE-aAb) o inmunoglobulina no
relacionada G (IgG). Letras distintas son estadis-
ticamente distintas (p<0,05) (Adaptado de Cham-
bliss KL, et al. Circ Res 2000;87:E44-e52).
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Figura 5. Activacion de eNOS mediada por E,f8 y
los efectos de ICI-182,780 (10 nM) y el THC (1 nM),
el antagonista de ER-3, en las membranas aisla-
das de células endoteliales caveolae. Conversion
de 3H-L-arginina a 3H-L-citrulina medida durante 60
minutos. En las caveolas, la actividad del NOS esti-
mulado varié 0,5-0,9 pmol de citrulina por miligramo
de proteina por min en estudios separados. Letras
distintas son estadisticamente distintas (p<0,05)
(Adaptado de Chambliss KL, et al. Mol Endocrinol
2002;16:938-946).

altamente conservada en los RE-a, RE-B, recep-
tores de progesterona y receptores de andrége-
no. Esta secuencia se encuentra en el dominio E,
que contiene DUA. Serina-522 y cisteina-447 son
necesarios para la interaccion entre RE-a y Cav-
1; cisteina-447 también fue identificado como el
sitio de palmitoilacion (51). Ademas, Acconcia y
cols demostraron que el RE-a fue palmitoilado por
palmitoyl acyl transferase (PAT) y que el punto de
mutacién C447A extinguid el reconocimiento de
palmitoilacién del PAT. La mutacién C447A tam-
bién neutralizé la rapida activacion de ERK/MAPK
(53), requerida para la activacion de eNOS (47,53).
Curiosamente, el RE-f también posee este mismo
sitio de reconocimiento, y la mutacién de cisteina
altera la palmitoilacion de RE-B y completamente
suprime la activacion rapida mediada por estrége-
nos a través de p38b (51). Sin embargo, no hay
una explicacion que detalle la baja abundancia del
REs en caveolas (3-5%), en comparacion con otras
localizaciones celulares (~90%) o su orientacion fi-
sica en la membrana (intracelular o extracelular).
Aunque los pasos exactos que subyacen la
activacion de eNOS inducida por el estrégeno no
son totalmente conocidos, se sabe que eNOS es
regulado por eventos complejos de fosforilacion en
multiples sitios (54,55). El eNOS es fosforilado en
cuatro sitios de serina/treonina que se han vincu-
lado con su activacién: Ser635 situado dentro del
dominio de unién con NADPH, Ser1179 situado en
el dominio de unién con FMN, Ser116 situado en
el dominio oxigenasa, y Thr495 situado en el domi-
nio de unién con calmodulina (CaM) (54). Los dos
sitios ampliamente estudiados son la fosforilacion
estimuladora de Ser1179, Ser635 y la inhibitoria
de Thr495 (56-58). La fosforilacion en la posicion
1179 y/o 635 se ha asociado con un aumento en la
produccién de ON en los niveles basales de [Ca®].
Ser1179 se cree que aumenta la produccion de
ON mediante la eliminacion de la cola autoinhibi-
toria de eNOS (46), mientras que la ubicacion del
Ser635 en la secuencia de auto inhibitorio de CaM
esta teorizada mantener la actividad alta de eNOS
después del incremento de [Ca*] inicial (46). La
fosforilacion en Thr495 se observa en la actividad
basal de eNOS, y los informes han observado una
fosforilacion y produccion de ON baja después del
tratamiento con agonista (46). La fosforilacién en
Ser114 es controvertido donde se observaron un
aumento y disminucién en la producciéon de ON
dependiendo del agonista utilizado (54). Sin em-
bargo, un estudio amplio acerca de los cambios de
fosforilacion de eNOS inducido por el estrégeno a
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través de RE-a y/o RE-B en diferentes dominios
subcelulares es necesario.

CONCLUSION

Por lo tanto las areas de gran interés son las
cuales tratan de explicar las razones por la cual los
Res exhiben especificidad sobre la regulacion ge-
némica de largo plazo frente a los efectos rapidos
no-genomicos en el endotelio. Esta regulacion so-
bre el endotelio puede representar una complejidad
de sefalizacion del estrégeno muy poco apreciado.
Sin embargo, no podemos descartar una concor-
dancia en los mecanismos del Res para mediar
efectos gendmica contra los mecanismos de sefia-
lizaciéon no-genémicos en la vasculatura uterina du-
rante el embarazo. Es razonable plantear hipétesis
sobre los efectos selectivos del REs. Por lo tanto
basado en las pruebas presentadas aqui, propone-
mos la hipdtesis de que los mecanismos de sefia-
lizacién no-genémicos de ER-a y/o ER-B pueden
representar funciones celulares activados rapida-
mente que son necesarios para la vasodilatacion
dinamica aguda; mientras que la sefalizacién ge-
némica por ER-B puede mediar la programacion
celular a largo plazo necesaria para las adaptacio-
nes cronicas del mantenimiento de los aumentos
de FSU durante el embarazo normal.
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