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Introduccion. Las hormonas esteroides, por mediacion de
sus receptores nucleares, son responsabl e de laregulacion de
una gran variedad de procesos fisioldgicos entre los que se
incluyen la reproduccion, el desarrollo y crecimiento asi
como el control de variados procesos metabdlicos. Los
receptores nucleares se definen como factores de
transcripcién que regulan la actividad transcripcional en
forma dependiente de ligando (1). La actividad
transcripcional de las receptores nucleares se encuentra
modulada por las funciones de activacion ARl y AF-2,
ubicadas en las regiones amino y carboxilo,
respectivamente, de los receptores nucleares. La actividad de
las regiones AF-1 y AF-2 de los receptores nucleares se
origina por la interaccion con proteinas conocidas como
coreguladores, los cuales pueden inducir (coactivadores) o
reprimir (correpresores) la actividad transcripciona (2).
E3KARP es una proteina regulatoria del intercambiador de
Nat+/H+, NH3 (3), la cua fue aislada por su capacidad de
unién a la region amino terminal del receptor de estrégenos
alfaen un ensayo de doble hibrido.

En este trabajo se presenta la caracterizacién de la proteina
E3KARP como coactivador de los receptores de estrogenos,
progesterona y andrégenosy se demuestra que es capaz de
interaccionar in vitro con los dominios amino termina y
carboxilo terminal de dichos receptores.

Metodologia. Para determinar como E3KARP &fecta la
transcripcion, se midi6 la expresién de un gen reportero cuya
transcripcion es mediados por diferentes receptores
hormonales en presencia de E3BKARP en la linea celular
CV-1. Se cotransfectaron diferentes construcciones
plasmidicas que contenian la secuencia del receptor nuclear,
de E3KARP, un reportero de luciferasa cuya transcripcion es
mediada por receptores nucleares y como control interno un
reportero constitutivo de ?-galactosidasa. Se medié la
actividad de luciferasa en un ensayo de luminiscencia, la
cua fue normalizada con la actividad de ?-galactosidasa
Como control se cotransfectd a los receptores nucleares con
un coactivador previamente reportado, SRC-1. Para
comprobar que existe una union directa entre E3KARP y los
receptores nucleares, se realizo un ensasyo de interacciénin
vitro entre EBKARP, marcado con [°S], vy las regiones
amino y carboxilo de los receptores nucleares, fusionadas
con GST. La visuaizaciéon de la interaccion se realizé por
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) seguido por
autoradiografia (4).

Resultados y discusion. La transfeccién de los receptores
de estrégenos alfa (ER?), androgenos (AR) y progesterona
(PR) con E3KARP, muestra que E3KARP es capaz de
incrementar la expresion del gen reportero de luciferasa en
40% con ER?, 1300% con AR y 400% con PR. La
interaccién in vitro de los diferentes dominios de los
receptores con E3KARP marcado con [*°S] nos muestra que
E3KARP interactia con € dominio amino termina de los
receptores ER?, AR y PR. Por otro lado se determind que
E3KARP interactia con la region carboxilo terminal de los
receptores en ausencia de hormona, pero dichainteraccion se
pierde cuando se adicionalahormona correspondiente a cada
uno de los receptores. Los niveles de activacion obtenidos
en las transfecciones y la interaccion in vitro de ESKARP
con los doninios de ER?, PR y AR nos permiten afirmar
gue se trata de coactivadores de los receptores nucleares
mencionados. Queda por definir el mecanismo que siguen
para incrementar los niveles de activacion, sin embargo por
la evidencia obtenida en el ensayo de interaccion in vitro se
puede especular acerca de un mecanismo en el cua los
dominios actlien en forma coordinada.

Conclusiones. De | os resultados obtenidos se desprende que
E3KARP es un coactivador de los AR, ER? y PR. EBKARP
es capaz de interactuar con las regiones amino terminal y
carboxilo termina de los receptores ER?, AR y PR, lo que
sugiere un mecanismo en el cual ambos dominios actien de
forma coordinada
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