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INTRODUCCION.

Los dos swsistemas gue controlan de manera armonica el
funcionamiento de los diferentes o¢rganos en un organisme son
el sistema nervioso y el sistema endocrino. En el caso del
sistema enddcrino, la comunicacidon intercelular se realiza
mediante substancias quimicas vertidas a la sangre u hormonas
{13. El mensaje quimico que conlleva cada hormona es amplia-
mente dlastribuido por todo ¢l organiame, y puede interactuar
potencialmente con wuna multitud de celulas, pero el mensaje
solo es traducible o captable sl puede ser leido por las ceély
las de los d¢rganos blanco en los que existe algo capaz de
captar este menxaje y de dar respuesta a este estimulo (2).
Esta caracteristica de la célula blance se debe a que contie—
nen ciertos componentes macromoleculares con los que interac-
tua la hormona con alta a!‘f.nldald y especificidad, los cuales
reciban el nombre de receptores hormaonales, este evanto es
indispensable o inicial en al curso de la sccion de la hormo-
na sobre las celulas blanco (3,45, por lo que se puede defi-
nir a unr organo blanco como aquel cuyas ceélulas poseen recep-
tores de alta afinidad y especificidad para una determinada
hormona (2).

Las hormonaxs pueden ser de dos tipos: h_ldro-olubm Q
liposolubles, Las hormonas, loz nesurotransmisores y los wmediy
dores quimicos locales da naturalsza proteica son hidrosolu-
bles, mientrasms que ias hormonas estercideas y tiroidems son
lUposolubles (1,5). Lss hormonas hidrosolubles viajan facl]
mente por el plasma, perc al finteractuar con lss células blap
Go son demasiado hidrofilicas para poder pasar directamente a
través de la bicapa lipidica de la membrana citoplasmica. Es
por elioc qus wsus proteinas receptoras especificas me hallan
situadas en la superficie celular. Las hormonas liposoclubles
no pueden viajar libremente por el torrente sanguinec, por lo
ques se une a proteinas fijsdoras plasmaticam, Cabe mencionar
que molamente ia hormona liposoluble libre es capaz de inte~-



raccionar con la celula blanco, por ello la hormona que posees

una accion fimiologica es aquella no unida a proteinas trans-
portadoras plasmaticas <6). Ya lbres, las hormonas Hposolu=
bles pusden facilmente difundir a travées de la membrana celu=
lar (7,8). Lam evidencias sugieren que la captacién de estas
hormonas no esta influida por barreras de membrana ni por
procesos de transporte (7,8,9). Una vez que la hormona hidro-
fébica ha penetrade al interior celular, puade interactuar
con sus receptores especificos. Los receptores de las hormo-
nax tiroideas se localizan en el noGcleo celular G), aunque
oxiate controversia acerca 4o la ublcacion de Joa receptorem
de las hormonas estsroides, particularmente estradiol y pro-
geosterona, ya que la localizacion citosélica al parecer es
productc de un artefacto experimental al estudiar estas pro—
teinas en homogenados celulares en los que se romps ¢l equi~
ilibric intracelutar <(10,11,12), arrancsndcios de su verdadera
localizacion en el nacleo (€13,14). A pesar de ello, el anali-
=ix de la ubicacién de loza receptores para estas dos hormonas
sexuales femesninas es muy Util, ya que da una idea de la:
diferentez caracteristicas del receptor al estar ocupado © no
por hormonas. Asi, se ha observado que en las células fraccio~
nadas low receptores hormonales estercideos mse hallan tanto

"en el citoso]l como en el nucleo €15,16). En general, los e
" caprores citomélicos se encuentran prestos a captar hormona,

por lo que se hallan libres, empero, ya asociados a la horme-
na forman un comple jo hormona-receptor que se desplaza al nu~
cleo €17,18), y me une a mitios especificos de la cromatina
[¢ ptores nuch ¥19,20), por lo qus es evidente que la
mayoria de los receptores localizados en éwte aitimo compar—
timento oslular se hallan unidos a Lla hormona (21,22). Es
probabls que los mitios aceptores nucleares ewten constitul-
dos por proteinas no histonas y ADN (19,20). El sitioc de
interaccién del complejo hormona-receptor oon la cromatina

! es donde final te we dula el comportamiento celu-
lag. 6XUig. 1). Aung lam h i una amplia varie-
datl de funciones, en gensral siempre actisn ejerciendo un
efecto »r Lanch y hing hormona infcia rescciohes wetabo-




licas de noveo, de tal manera que la celula receptora d_e} es?,
timulo hormonal modifica su comportamiento y adecGa de una

manera U otra sus esquemas metabslicos (235

' /n.?t:.leo
Comple < . .
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FIGURA 1. Eszquema . de. los pasos de . accién ‘de ' las “hormonas
lpofilicas Cen este caso esteroides). La
activacién de los receptores intracelulares por sus
hormonas es seguida por la union al nucleo de! com-
plejo y la sintesis de ARN mensajero <(Felig, P.

e 1083(E), : : i



GENERALIDADES

l.as principales clases de hormonas - esteroides son los an-
drozenaos, los esturogenos, los progestagzenns, los  glucocorti-
coides v los mineralocorticeides En los mam:l‘ex-oé dichas hor
monas son secretadas. por las genadas y las glandulas supraﬁ‘g
nales (53 El ritmo global de la sintesis de estos esteroides
es regulado, en cada caso. por una o mas de las hor-mé:)as tro-
ficas hipofisiarias: la Hormona Luteinizante {(Luteinizing  Hor
mone, LK), la Hormena Foliculo Estimulante <Follicle SMmula-'/
ting Hormone, FSH). y la Hormc\na Adranacr-rucotroplca (Adx‘n-‘f

nocorbicotxvnplﬂ Hohmone -\(‘TH)(S z'a)

del ‘adiol (E2 ¥ g_e_‘l_ pl;-)gesi.ebona d’—; )

‘Pg, - ss:.»,f compnnen del hldx*or;.u-bur-o

Let,racicu:o sat,urado cu:lo pem‘ano—per‘hldro fenrmtreno (24
- -25).;Su,’tgloslnt.esis ‘abarca’ iina‘iserie’ cnmple_la de pasos con=-""
f-i-olaﬂ'i:os por: enzimas . (fig. . 23 El. précurser inmediate. es- el
';alest.erol. que es oht.enido por. las celulas por captacion des
A'da la ‘=angre. (26,27> Fl E, es producide por las celulas’ de
l.a corteza adrenal y principalmente por las relulas de la te-
ca Interna de los foliculos ovaricns. Su sintesis, secrecion
¥y concentracion en 2] torrente sangzuineo son controlados por
la harmoﬁa folicule estimulante, que es Secretada por la Hipo
firis™ (fig. 320 La Pz es produnida por las celulas del cuerpo
jutes o amarillo; $n sIiptesis. secrecion ¥ concentracion es
controlada per la hermonz luteinizante. que tambien es secre-
tada por la Hipofisis «5,23). Ambas hormonas controlan el ci=-
<¢lo reproductor de las hembras en los mamiteros, ejerciendo
profundos efectos en sus ciclos repreductivos, eh SuU comporta
mienta y a nivel tisular (28,2¢). Aunque |a mayoria de los
mamiteros possen las mismas hormonas hipofisiarias y ovaricas,
no existe un cicle veproductar tipico (28, a pesar de elrlor,-:
se pueden defirur dos tipos der ciclos reproductivoes:  uno ‘s-'s
caracteristice en les primates (cicles menstruales) v en el

otroe las hembras presentan ciclos estrales (300,
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Tanto “en las. hembras con ciclo menshrual

estradiol y la progesterona estimtan el  crecimiento,

sion v diferenciacion
lulas

en las celulas endwymelrtales.

son descamadas al final de cada ciclo

cual no sucede en

de

las hembras con ciclo estral. pero en

bos, a lo largo

fologicns ciclicos en  las  cehulas epiteliales uterinas

31). Estos cambios a2n la marfologia celular son

metro para poder determinar la fase del ciclo en

encuent.ran (31). Particularmente. el ciclo estral de
presenta ciertas semejanzas con el ciclo menstruat de lLa
Jer, aunque no ocurre menstruacion (32>, =i obseprvamns

cambios hormonales que so presentan durante ambos ciclos

como estral,

menstrual,

el

divi-

Estas ce-

1o

am-

cada ciclo se pueden observar cambios mor-

28,

un busn para-
la cual! se

ia rata

-
los

po-

dran apreciarse ciertas smmilitudes generales (fig. 4 y 52
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‘FIGURA 4. Grafica que muestra los cambios hormonales en el

cicla menstrual de la mujer  (Felig, P. 1984X5).
Las unidades sSon las <iguientes: miliunidades In-
ternacionales po1- milihtrs (mll/mid,  nanogramos

por mililitrs €INI0 92/mi o ngsmld, picegrames por.
mililitee  x107 172,ml o pgemid. - Bl fapso’ de duras -

cinn = ja menstruacion esta  indicado - por sl sim- o

brlo: FEEENE
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FIGURA 5. Grafica que representa los cambios hormonalps en el
ciclo estrat de la r.at.a (Campbeu, e 1980)(32)

=~ Captacién def estradial y . la. progesterona por las célutas

blanco, .

Los e&Leroides secretados por las gonadas y por las glan-
dulas suprarrenales cuando se encuentran en cicrculacion, pue-
den estar libres o iigcdos » proternas plasmaticas y Cormar
coymple_jos €23, El estradiol es (ransportado preferencialmente
por la Globuliea fijadora de Hormonas Sexuales (SHBGY o la
Albumina; ¢ la progesterona por la Glebulina Fijadora de Cop-
ticosterctdes (CBUY, la Albumina o la Proteina nue Enlaza Pro
gesterona  (PBP3CZ,28,33). EI 17 B~e=stradiol es el astrogeno
mas potente gue se¢ 2ncuentra en forma natural (24.28>. Esta
hormona &< responsable de los caracteres sexuales secundarios
en las hembras, incluyendo el crecimientce del sistema de con-

ducLes de la mama, crecimiento del utero y del epitelio’ vagi--



nal. Tambien es responsable (junte con .otros estercides como
“los andra;ehos) _de la . manifestacion de celo en las. hembras
€23,30). Eptre los organos blanco de esta hermona Se encuen-
tran la mama <312, e! higado (35)., la pituitaria ). el uate
ro. €36,37), el cerviy uterino  (38), el puimén, las zlandulas
adrenales, la glandula pineal, el pancreas, ! corazon, el
timo, el musculo esquelético, las celulas endoteliales 'y el
hipotalamo (9). La progesterona es responsable de la madura-
cion y. desarrolle de la glandula mamaria, aungue no juega tmn
papel muy importante <n la aparicien de los.caracherés SsSaxua-
los secundarics (39). Es prepondorante para  sdocuar. ol apitae-
lic uterino para la implantacion del huevo y en. el manteni-
miento del embarazo (28,30). Les organes. blanco  de  esta hor- .
mona son ia pituitaria (0),__el‘ musculo liso (28), ‘el hipata-:

tamamo (293,la mama (3‘)),7 el cervix 40D vy gl_ul.erd g‘n).

- baract.ﬁrxsmcas g neralPs dP la’ interaccidn Hormena-Receptor

: M&

Grac’llas al a'v.a'm:e en ‘el coneocimiento de los mecanismos in-
Mmos de la accicn de las hormonas esteroldes sexuales, se ha
‘pod(d.o dlluctdar an granparte- la funcisn btolo;h,a de cada
’hormona y ld serle de event.os que configuran la manera en que
est.as act.uan. El- praceso da interaccian entre 1a hormona v la

celua 'blanco se puede esquema'.:zar_ de la siguiente: manera’-

i.- [ Captacion. y retencién de la hormona en el érgano:’
blanco o efector..

Accplamiem.a de la hormona a un . componente eSpec\rico :

- de esa Lujkdn an Pl citoplasma crecept.ar hormonal),

3.- Traslocacion o de#pla?armnm.o ‘de "este’ complejo fo\mad

- entre la hormona v el receptor’ al interior nucleaxv.-- :

4.~ Interaccion del complejo con sﬂ fos parmculares Pn la
cromatina nuclear, . )

S~ Modulacion el comportamiento celular del organo bl.an-

o come resultado delesta im.era'.c..wn.




Esta serie de pasos ocurren en la mayoria de las hormonas
eésteraides al entrar en la celula blanco. Cada receptor hor-
monalt .px-esen!a particularidades v stmilitudes gue son impar-
tantes de detallar Tanto »1 RE, coemo el Rz son miembros de
una tamitia de proteinas intracelulares que regulan la expre-
sion genetica ¥ estan nvolucrados en la morfogenesis 2
Entre los diferentes miembros de esta familia se epcuentran
los receptores para androgenos, mineralocorticoides (42>, glu
cocorticeides (43>, vitamina D3 (440, acide retinoice y hormo
tiproidea (T1)(45> Todas estas proteinas prasentan ciertas
homoleogias en su secuenciacion de aminocacidos y on sus carac-
teristicas funcionales {(como son las zenas de reconocimient.o
a la hormona o al ADNXC(46,47,48), Los receptores para E, v Pg
ya. se han secuenciado (49,5051, y ambas  proteinas contioenen
en su estructura diferentes zonas o dominios con diferentes
funciones. Cada dominioc se ha denominade con letras de la 4 a
ta F (fiz. 6)C42,50). Las regiones 4, C, y E se hallan alta-
mente conservadas, es decir, son muy similares sn su sacuen-
cia - de aminoacidos y en <u runcion aentre los diferentes re-
ceptores ya mencionados, asi1 como entre diferentes grupos de
orgamsmos (conejo, rata, pollo y humanos), mientras que las
regiones B, D y F se hallan menos conservadas (42). Cada una
de esStas regiones presentan ftunciones gue estan involucradas
tanto en el mecanismo de interaccion entre la hormona y el
receptoar, ast como en {a dinamica de la interaccion del re-
cepl.or con la cromatina (paso 5 del esquema general). De esta
manera, cada uno de los dominios participa de una manera u
otrs en dicha interaction,

El F!l‘:z esta constiteido por 595 amincacidos (correspondien
te a aproximadamente 1800 nucleotidos) y su secuenciacion ya
ha sido determinada (4¥). En su estructura presenta homolo-
sras con el receptor de glucncorticoides, ya que tieme zonas
ricas en cisteina, lisina y arginina Su peso molecular se ha
determinado en forma mencmerica entre 45 000 a 70 000 Daltons
55 a T KDad<49.5232. En la tahla A se pueden observar algu-
nas caracteristicas del RE2 [l RPg en alzunos organismos co-

mo en el conejo esta formado popr una subunidad proteica (53),

10



.mientras en el caso ‘def hombre, fa gél!ir;a y algunos roedqz-ésm
se  halia "constit,uido por dos subun;idédes ‘den':;miniad,as Ay B
ambas muy seme}aht.e;: ehbte st, y muy ;;é;\eéidas tambien:a . la
que  presenta of coneio’ (6,42,47.51). La =acuenciacion de! RPgz
tambien ya =e ‘ha determinado C50,53) y su vida madia en el
interior celular.es de aproximadamente 5 dias (34> En lag ta
blas Ay B se pueden observar otras caracteristicas generales

de dicha receptor.

SISy e34 [
833 1 : - E
680
633
=
RECEFTOR DE
PROGESTERDNA
tid mrg)

FIGU&A 8. Cdmparacién‘esqueméuca‘ de los amineacideos en los
. RE, y RPg. Las secuencias de aminoacidos primarios
~han “sido alineados en base de las ragiones de
maxims  simiHtud ' entre ellos. Los numeros de
amineoacidos son para los rtecepteores humanos. Las
' zonas ep ohscuro «§’ son de union a la hormona

T (Gluyser, M. 199030420,

1t



', TABLA A, Comparacién de alguna; caract.ensnicas ﬂs:cnquum-
cas de los receptores ch.oplasmabh:os‘para‘est.radiol

¥ pProgesterona (Lalandra 1950)(2)

CARACTERISTICA ‘ RE_ . - RPE-

COEFICIENTE DE SEDIMENTACION (S)- 8-8." 45, 5 . B8, 38-45
RADIO DE STOKES (A) - ‘ 79,
TIEMPO DE DISOCIACION <1 A 0°C> ~ >1 DIA 54 HRS <1 DIA.

PUNTO 1SOELECTRICO 62 - -, 58

TABLA B. Caracteristicas fisi'cdéulm}'cas“ “de !:la"sﬁpunj'dad ATy
dol KPg. : g

CARACTERISTICA RPg SU%UMDAD:A SUBUNIDAD, B’

COEFICIENTE DE ‘ :
SEDIMENTACION €S> 8-9 38 48

55,56

PESD MOLECULAR (KDa? 290-323 71-72 108-117. - ' BEST

RADIO DE STOKES ¢(A> 78 45 83 L 5557 -

REF: NUMERD DE REFERENII A

- Dinsmica jotracelular dal receptorn patra estradiol

El RE; al unirse con su hormona en las  celulas 'blanco

- sigue les pasos ya mencionados en las caracte r‘irsbicas

generales de dicho receplor: La hormona sé tne ~al 'récepLorrr'ée,,,',j,, :

manera no covalente .y forman un complejo hormonpa-receptor con

12



una ‘donstante de assciation (Kad de INIG° a 1x0'% MY kd =
1/Ka =m0 © '

e interacciona con sitios especificos de la cromatina modulan

‘a 1x10° OMI, este comple_J'o se trasloca ai nucles
do la expresicn genetica (58). A este mecamsmo de accion s
le denomina mecanismo de daos . pasoes (10), observandase, tanto
in vive cemo In witro, que al estimular una celula blance con
harmona ocurre el traslade del recepteor del citosol al nugleo
en un tiempe de 30 3 60 minutos, por lo que la concentracion
de RE, =n el citosol disminuye mientras que concomitantemente
2n el nucleo aumenta. Despues de 6 horas Se reestablecan las
concant raciones do RE, ecomoa al infecle (50,403 Egta macantemo
se esquematiza en la figura 1, aunque | empleoc de metodnlo-
gtas de deteccien del receptor en los que no se requisra des-
Lruir  la intezridad «celular {nmunoquimica, inmunchistoquimi-
ca, autorradiografia’> permite observar que en Traealidad tloda
La poblacion de receptores pearmanece soalamente en el nuacleo
€61,62), por lo que Se considera que.lo que ocurre en el citg

sol en realidad ocurre en el .npucleo (fig. TH(63,64).

o pa—, sp.g

; \"‘9 PROTEINA 7

MODIFICADA

FIGURA f?"‘_lylblc‘aci‘on intracelular del RE,, sefialando el tiem-

‘prien que s realiza cada evento intracslular- (Ro-

}rle:s.c}, “198¥3{64). S5: Estaroide; P: Froteina Trans

“portadora: R: Receptor; 5SR: Complejo Esteroide-Re=-
. geptor; “SR™: Comple jo activado.



ad Canlbios conformacionales del RE,.

La dinamica del RE, en el interior celular involucra una
serie de cambios conformacionales y de comportamiento bioqui~
mico de! mismo. En la figura 8 se ilustran la serie de cam-
bios que experimenta este receptor al unirse a su hormona y
traslocarse al nudclec. En el citosol el receptor se encuentra
constituido como una unidad multimeéerica con un peso meoilecular
de 300 000 Da. y con un coeficlente de sedimentacién de 8 uni
dades Svedberg (8 S55(65). Cuando se forma el complejo hormo-
na-receptor, #ste axperimenta un cambio conformacional eviden
ciado por cambiar =u coeficiente de sedimentacién de 8 S a 4 S
¢66), La forma 4 S monomerica o nativa lberada de la forma
85 (673, posee un peso molecular de entre 65 y 70 KDa (<65).
Para traslocarse al nucleo debe experimentar un proceso llama
do gactivacién, el cual es discerble porque aumenta la afini-
dadb del complejo estradiol-receptor por la cromatina nuclear,
al ADN y a los polianiones ¢68)., También cambia su rango de
disociacion velviendose mas lento, es decir, aumenta su afini
dad por la hormona y ademas presenta un cambio conformacional
de 4 S a 5 S 68,

EXTERIOR CITOPLASMA NUCLEOQ
CELULAR CELULAR CELULAR

E—1 Eu Ez—%-n-othg—w—)#sz

2| ™R

TVACTON
ESTRADIOL TETRAMERD MONOMERD DIMERO
85 4S S8
MEMBRANA MEMBRANA
PLASMATICA NUCLEAR

FIGURA 8. Camblos conformacionales del RE, (Sherman, M. 1984>
Q7).
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La forma SS %e encuentra altamente unddo a la cromatina de
manera que =olo es extraible del nuciee empleando fuerzas
fonicas altas mediante el uso de soluciones amortiguadoras
que contengan cloruro de potasio (KC1) en concentraciones en~
tre 04 y 06 MlHcho tratamiento solo permite obtener entire
el B0 al 90 % de la cantidad total de receptores nucleares
€4,6). Las zonas de unién nuclear, tambien llamados oceptores
nuclegres, estan constituideos tanto por secuencias definidas
de ADN (elementos de respuesta) como por proteinas ne histo-
nag <2>. Es aqu donde finalmente el complejo estradioi~re~
ceptor modula la expresicon de clertos genes celulares <S8).
Una vez que el complejo ha interaccionado con la cromatina
nuclear y modula la ewxpresion genética de la celuia blanco,
poeo se sabe acerca del destino del receptor, pero se ha ob-~
servado que aproximadamente el 40 X de la conceptracion total
de receptores nucleares son reciclados hacla el citosol, mien
Ltras que el 60 % al parecer es degradado (59). La concentra~
cion indcial de! receptor se mantiene debido a que es reempla
reemplazadd por una cantidad similar que es sintetizade de
novo (figura 9)59>.
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FIGURA 9. DinAmica intraceiular de los cambios conforma-~
cionales del RE, (Muldoon, T. 19802¢62.

Pref: Representa un precursor postulado de un receptor
inactivo que existiria en el citoplasma.

P : Se refiere a la degradacith del receptor propuesta al
parecer en la vencindad de los mjcrosomas.
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b)Y Respuesta uterotrofica al estimule del estradiol.

En general laz células blanco al ser estimuladas con
estradiol presentan dos tipos de respuestas: tempranas vy
tardias. El que ocurra una u otra depende al parecer del tiem
po del estimuloc hormonal y dal tiempo ¥y magnitud de ia union
del complejo estradicl-receptor al nucleo celular 18,59, En
el utero las respuestas tempranas se presentan dentro de las
primeras seis horas despues de estimular al érgano blanco con
la harmona. Este tipo de roespucsta pucde decencadaenarse tan-
to por esteroides que poseen un efecto kiolégico intenso,
como el 17 estradiol o e] dietilestilbestrol (DES>, o blen
por easteroldes de potencia biclégica baja como la estrona, o
el estriel <24,66). Las respuestas tempranas a nivel nuclear
son un incremento de la sintesis de ARN y un inctremento en la
actividad de [a ARN polimerasa II. A nivel del citosol se
observa un incremento en la oxidacién de la glucosa, incremen
to en el metabelismo de la 2-deoxiglucosa, y aumento en la
sintesiz de proteinas. Finalmente a nivel del utero exdste un
incTemento en la Imbibicién de fluido uterino (58,59).

Las respuestas tardias i{nvolucran un verdadero efecto bio-
l6gico de la hormona sobre sl organc blanco y se caracterizan
por presentarse entre 6 a 72 horas despusds del estimulo estrg
génico (593 La estrona o el estriol no =mon capaée: de decen-
udenar esle tipo de respuestas, contrario a lo que sucede en
el camo del! estradicl o DES. Todas estas hormonas se unen al
mimmo receptor, =2{n «mharso ol E, y e] DES lo hacen con mayor
afinidad ¢59,66). Al unirse con e! receptor estrogénico el
comple jo hormona-receptor formado para las cuatro hormonas es
capazr de desplaxarsze al nucleo, pero a diferencia del estra-
diol o e] DES, el complejo estrona-receptor o estricl-recep-
tor salen rapidamente del nucleo, permaneciendo en éste ma-
nos de seim horas, mientras que los complejos de los estrége~
nos potantes permanecen en este compartimento celular mas de
seix hrs. Entre las repuestas tardias uterotréficas mas (m-
portantes a nivel huclear se encuentran la sintesis de ADN



18 a 24 hrs después del estimulo hoermonal y la elevacion de
la actividad de la ARN polimerasa [ y II entre 9 a 24 hrs deg
pubs de] estimulo hormonal En el citomol se observa un incre
mento en el metabolismo de 2-~deoxiglucosa entre 18 a 24 hrs
despues del estimulo hormonal y en e! endometrio un incremen-
to de la divisién celular y en el peso uterino (24 a 72 hrs.)
El estradicl ademas de modular e! comportamiento celular de
un organc blanco, tamblen induce un incremento de la sintesis
de diversas proteinas como la ovoalbumina en el pollo 1),
una proteina de funciéon desconocida de peso molecular de
28 KDa (70>, la catepsina D (71). Cabe itar de

particular, la sintesis del receptor de progesteronas (72D,

Todo ello conlleva como en el caso de! endometrio uterino, a
que ocurra divisién celular (2). Esta caracteristica del efec
to del estradiol sobre la divisitn celular en algunos tejidos
blanco es importante en el desarrolo de algunos tipos de
cancer, particularmente en aquellos tumores cuyas celulas de
origen poseen receptores para estas hormonas., Asi en el can-
cer de glandula mamaria (73,74), el céncer de endométrio, el
cancer de ovarioc (75) y el cancer del cérvix uterino (76).son
controlados hor L te, Do esta manera la presencia o au-

mencia de receptores para estradicl en estos Lipos tumorales
e= indicador de!. comportamiento biologico deli tumor, lo cual
se ha correlacionado con el prondsiico de la enfermedad y
permite =meleccionar pacientes candidatos a! empiea de tera-
pias enddcrinas (77.78).

- Pipdmica intracelular de] receptor ge progesterona

La localizacién del receptor de progesterona (RPg) se ob~-
servo inicialmente en la fraccién soluble o citosol de homo-
€ d lulares pert ientes a los organoa blanco (2). En
sstos organcs el estimuio con progesterona da como resultado
una disminucion de los receptores citosélicos, mientras que
concomitantemente en un maximo de 30 min en el nucleo se in-
crementa su poblacién (36). Estas observacionss sugirieron
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que el RPz se localizaba en el citoplasma de las células blap
co, encontrandose no unido a la hormona, y bajo el estimulo
de la progesterona forma un complejo hormona-receptor que
- trasloca al nucleo (16). Mediante el uso de anticuerpos mono-
clonales se ha demostrado por inmunochistoquimica e inmunoqui-
mica que estos receptores, al igual que los F:E2 soh realmente
intranucleares, <sin importar si se encuentran unides ¢ ho a
la hormona (63>. A pesar de ello, la dinamica del! desplaza-
miento del RPgz del citosol al nucleo y los cambios conforma-
cichales que experimenta esta proteina se han investigado
ampliamente, tehiends siempré on cuenta, que la localizacion
del raeceptor es npuclzar. Al jgual que ol REQ, la progesterona
se une a su receptor de manera no covajente (513, y posee una

® a 10 '® M. La union en-

constante de disociacién de 1x10
tre RPg y su hormoha se ve establlizada por soluciones amorti
guadoras que contenngan un 30 % de glicerol, efecto del cual
todavia no hay explicacion (42,56,79>. Este receptor es parti
cularmente labil, perc se ha observado que e] uso de inhibi-
jdores de fosfatasas como @] molibdato de sodio (NazMoo.‘)

estabilizan la unién con la hormona (56,67).
a) Camblos conformacionales del receptor de progesterona.

El RPg en su forma libre posee un coeficiente de sedimen-
tacion de 8-9 S 16). Dicha proteina esestabtlizada en
presencia de molibdato (67> Su pesc molecular se ha determi-
nado entre 290 a 320 KDa. Al parecer de esta estructura oli-
gomérica al unirse cun su hormona, Se¢e derivan dos subunidades
denominadas 4 y B, cuyas caracteristicags bioquimicas se han
resumido en la tabla B ambas subunidades presentan una reac-
cién cruzada al ser reconocidas por anticuerpos monoclonales
dirigides contra una u otra subunidad, lo que sugiere la exis
tencia de una gran similitud entre ambas {(56) ¢ blen que am-
bas son iguales como se ha observade en el conejo €(80). Es
interesante sefalar que ambas son capaces de unir hormona vy
poseen una afinidad semejante por la cromatina (53>, para lo

cual getivarse (2,6,56>. Ya en el nucles ta formua activa de
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ambas monémeros al parecer se unen para formar un dimero (81),
aunquae es5to no estad muy claro. La funcion fisiolégica de cada
una de las subunidades tampoco es clara, sin embargo, se ha ..
observado que La subunidad 4 posee alta afinidad por e@ ADN
mientras que la F eg afin tanto al ADN como a proteinas no
histonas <¢63. Esto sugiere que ambas pueden interactuar en la
especificidad de }a modulacion de la expresion celular al
unirse a sus aceptores nucleares.

b Efecto de la progesterona en el Utero.

La progesterona an las glanduias mamarias influye en ia
proliferacion y diferenpctacién celular (29), En el itero, sSe
ha ¢bservado que estimula {a activacion del gen de la ovoal-
bumina en las aves <(42), estimula la sintesis de la uteroglio-
bina (62 e inhibe la sintesis de su propic receptor y del
receptor de estradiol (2,58), Por ello, para estudiar este
receptor en animales de experimentacién es conveniente utili-
zarlos eh etapa de diestro de su ciclo estral, ya que los ni~
veles circulantes de esta hermona =son bajos (543, Tambien ia
progesLerona es capaz ds antagontzar con el estradiol, inhi~
biendo la formacion de liquido uterino 82>,

ANTECEDENTES,

Las bormonas esterofdes como el estradiof y la progeste-
rona estan invelucsradas an ol control endderino dei
crecimientn ¥ diferenciacion de diversos organos, como por
ejomplo  la glandula mamaria, el endometric ¥ el cervix
uterino. Dicho control no =solo se ejerce en las ceiulas
blance normales, aing tambléen en las células tumoraies o neo~
plasicas, coma es el caso del cancer de Ja glandula mamaria
€83,64>, cancer de cervix (85,86 o cancer de endometric
75>,

Despuss de la primera deteccién del RE, en el citosol de
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tejido uterino de rata por Toft y Gorski en 1966 (87>, se
descubrio la existencia de diversas proteinas capaces de
unirse de manera aespecifica y con alta afinidad a diversas
hormonas estaroides en sus correspodientes o6rganos blanco
(88). Posteriormente se demostre por autorradiografia que una
hora despues de |a estimulacion rcon estradicl a una rata el
RE, se acumulaba en el nucleo €6). As1 surgio la hipétesis
de los dos pagos, que propone que primero se forma un comple-
Jo hormona-receptor citosolice que posterior e Se Lr I

al nucleo. Este modeloc se establecie tantoe para el estradiol

¥ la progesterona, asi como para otras hormonas esteroides,
como los glucocorticoides (89).

El empleo de hormona marcada radiactivamente con un
{sotopo permite marcar a la vez a la proteina receptora. Esto
ha side muy util no solo para localizar la ubicacién del com-
ple jo hormona-receptor, sino tambien para determinar su con~
centracién, y la afinidad del receptor por la hormona median-
te el emplec de grdficas de Scatchard. A partir de estas gra-
ficas, se puede obtener la constante de afinidad (o Kad, que
es un parametro que Iindica la avidez que posee el receptor
poOr sU hormona y cuya contraparte es |a constante de dimocia-
cidn (Kd = 1/Ka) (94>. El uso de hormona marcada involucra
utilizar celulas completas o fracciones ceélulares obtenidas
de homogenados de un tejido blanco a lox que se les adiciona
1a hormona marcada. La incubaclon con la hormona se realiza
hasta alcanzar el equilibric, es decir, cuando el numeroc de
comple jos hormona-receptor formados come producto de la resc—
cion ez igual a la cantidad de proteinas receptoras y molécu-
lax de hormonas que me encuentran nc unidos, de tal manera
que la velocidad de la reaccién es similar en ambos sentidos,
astableciendose por o tanto un equilibrio (90,91)(ecuacién
1

HeR ~——e——>=®h g [¢0)
W Hormona esteroide, R receptor y HR: complejo hormona-
receptor. '



Para que la totalidad de receptores se encuentren unidos a

la hormona marcada se raguiere emplear concentraciones satu-
‘- rantes da Ja misma que rebasen Ja concentracién de sitios
receptores, con el fin de qua =segan ocupades la mayorma de
ellos.

La presencia de receplores hormonales para estradiol y
progesterona en un Lejido dado es considerada como si ne qua
non para la accion hormonal (92,03). Dichos receptores se
pueden encontrar en el intertor cejular, ya sea en el citosol
y-/0 en el micieo, y pueden estar Ubres o unidos 3 la hormona
ardégena, En goneral, loa receptorea tocallzadoa en e} clto-
50l se encuentran libres, mientras que en &l nuclec estan ya
ccupadas por la hormonas (6>, La mayorta de los méetodos para
determinar la concentracion de estas protelnas mediante hor~
mona marcada radiactivamente involucra ensayos directos, es
decir, s#& adicienan concentraciones crecientes de hormona
marcada hasta legar a la saturacion Esto es seguldo por ia
separacion del ligando libre <(95). Debido a que los recepto~
res no ocupados son muy sensibles a la temperatura, pR y fuep
za idnica, estos ensayos normalmente se realizan a temperatu-
ras de 0 a 4 *C, y empleanda soluciones amortiguadoras dque
contengan pocas sales (96>, Sin embarge, el ensayo directo
realizade a 0 +C no determina la concentracién de proteinas
receptoras que se hallan unidas a ia hormona endégena ya que
el rango de dicoclacién y de intercambio de la hormonra endo-
gena por la marcada es muy lente a dicha temperatura. Como se
indica en Lla secuacion [, para aumentar ja dinamica de esta
reaccién, se requigre incrementar la temperatura, esto as
aconge jable para la cuantificacién de receptorems ya ocupados
como es el caso de los receptores nucieares (95).

La importancia de la union del complejo hormona-receptor
al nuocleo radica en que es en este compartimento célwar
dorde reside la acciétn  biolégica real de la hormona, El
principal problema para su cuantificacion se haya en la ex-
traccién de los comple jos hormona-receptor de la cromatina.
Para ello, se ha reallzado la cuantificacién de los recepto-

tores en extractos arudos no purificados del nucleo, lom cua-
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les pueden ‘conLenex- otros organelos celulares como membranas,
mitocondrias, etc.(5>. Otra. opcién- es. extraer los receptores
del nucleo mediante fuerzas iénicas allas, empleando solucio=
ones amortiguadoras que  contengan cloruro de potasio (KCD de
0.4 a 0.6 M 22>

El analisis de! receptor para E, y Fg tanto a nivel cito-
plasmico como nuclear, no sclo propeorciona una mayor compren-
sién del papel de estos receptores en el desarroilo y creci-
miento de un tejide u érgano dado, sino tambien son marcado-
res de la sensibtlidad hormonal de un tejido dado. En oncolp
gia clinica, la mediclon de roeceptores osterecideocos ha sldo
ampliamente usada para la prediccién de la respuesta endocri-
na .y conducta bloldégica del cancer de la glandula mamaria,
endoemetrio o del cervix-uterine (73,76,77). Particularmente
en caso del cancer mamario, la presencia de RE, ¥ RPg no solo
tndica la factibilidad de emplear substancias capaces de eli-
minar el efecte hormonal blogqueande & sus respectivos recep-
tores, como es el caso del tamoxifen o de la hidroxiproges-
terona, sino que también son wun indicador del comportamiente
tumoral. Los tumores que no presentan receptores hormonales
tienen un comportamiento biolégica mas agresivo (78, 92,87T).
Debido a la importancia y al papel que juegan esta clase de
receptores esteroideos en el desarrollo y crecimiento de di-
versos tejidos tanto normales como tumorales y la escasa in-
formacion acerca de los receptores localizades a nivel nu-
clear, particuarmente en rolacion al papel que pueden jugar
en las diferentes b+ planias que presentan comportamientos
hormonodependjentes, hace importante encontrar una técnica
mas precisa para la cuantificacion tetal de dichos receptores
hormonales. Con este proposito se realizé un estudio experi-
mental en utero de rata en el que se cuantificarén los recep-
tores citoplasmicos y nucleares para estradiol y progesterona
mediante el uso de hormona radiactiva y empleando diferentes

temperaturas.
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IPOTESIS, 0 e

La mayeria de los procedimientos de cuantificacion de los
receptores de E; v Pg empieando hormona radiactiva se. rea-
‘zan- soio en el citesol celular. Debido a que dichos recep-
tores pueden encontrarse tanto en e! citosol como en el nu-
cleo celular, para determinar su concentracién total es nece-
sario realizar la cuantificacion en ambes compartimentos ce-
Clulares. Ademas, el desplazamiento de los receptores hormeona-
199 dol citoplasma al nuclen requieren de la asociacion de
estos a su hormona correspondiente. Esto sugiere que casi Ia
totalidad de Jos receptores nucleares se encuentran ocupados
por el tlizando, por lo tante, la temperatura de reaccion en
el ensaye puede afectar el nimero de receptares asoclados a
12 hormona marcada, por 1o que se esSpera enCONLIaAr mayor niu-—
_mero de receplores nucleares con hormona marcada radiactiva-
mente si se aumenta la temparatura de reaccion por arriba de

20 -+C, en comparacion de los hallados a 4°C
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0B JETIVOS
a) Cuantificar la concentracion de los receptores para B, y

Pg en. el citosol y en el nucleo celular.

b) Precisar las condiciones optimas de temperatura en las que
se determine la mayor concentracién de receptoras nuclea-

res.
¢) Comparar los datos obtenidos de concentracién para ambos

recaptores (RE.‘ v RPg) entre los localizados an el cito-
plasma y el nicleo celuilar.
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MATERIAL.

La cuantificacién de los receptores hormonales para estra-
dicl se reaizé ompleando {7fi-estradiol, marcado radiactiva-
meﬁbe con . tritio, [6,7-3H MIkew England Nuclear, Dupontd a
una concentracién de 22wiD E M <22 LM> y con una actividad
especifica de 4546 Curies por milimol (Ci/mmold. Para la cuan
tificacién de los receptores de progesterona se empled prome-
gostona <LR50203 marcada con tritfe [17 e—motil-IH)(New En~
gland Nuclear, Dupont) a wuna concentracion de 1225 M y con
una actividad especifica de 82 ci/mmol. La unién inespecifica
se determino usando el estrogeno sinteético Dietilestilbestrol
(DES)(Merck) y el progestageno RS020, ambos sin marca radiac-
tiva. Para eliminar i{a hormona no unida se emplec carbén ac
tivado (Sigmad cubierto con Dextran T-70 (Sigma). El liquido
de centelleo se preparo con Tolueno (Merck) y 2,5 bDifeniloxa-
sol (PPOXSigma). Todos los reactivos empleados fueron grado
analitico.

Ef material biologico empleado consiswtié de 20 ratas hem-
bras virgenes (Rattus nowvergicus) de la cepa Wistar, de 4 a &
meses de edad, las cuales fueron donadas por el bioterio del
Hospital Juarez. ZSe utilizaron en este rango de edad porque
es el intervale en el cual se considera a estos animales como
adultos y maduros sexualmente (98,99). Se mantuvieron 4 ratas
por jaula bajo ciclos de luz-obscuridad de 12712 hrs, con
azua y comida (nutricubos) ad libitum y en jaulas de acrilico

transparentes, utilizando como lecho una capa de aserrin.
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METODO,
- Mane {0 experimental de los animales

Se emplearnn 18 animales experimentales y dos adicionaies
para substituir las ratas que legaran a morir. Durante dos
semanas se mantuvieron sin tratamiento alguno con el fin de
que se adaptaran a Jas condiciones de luz y alimente en el
vivario de la Division de Investigacién Clinica del Instituto
Nacional de Cancaerclogia. Pasado eete tiempo ®e procedie &
determinar el peso de cada animal y ia fase del ciclo estral
mediante monitoreo citolézico. Los animales en etapa de
diestro tuercn sometidos a la extirpacion de las zlandulas
adrenales y de los ovarins con el fin de disminuir la hormona
endogena circulante (figura 10). Para corroborar que los
Organos  extirpados correspondlan a los ya mencionados, <e
procedio a fijarlos en formol al 10%, y posteriormente reali-
zar cortes histologicos de los mismos., De esta forma se obser
v6 la arquitectura histologica del tejido C(APENDICE A) La
operacién se realizé on esta etapa del ciclo estral, porque

en ells ocurre una importante disminusion de la concentracion

de estradiol y progesterona plasmaticos (28,323,

ES TEARNDH
/ - HIGRDO

EXTREMIDAD
SUPERICH

AMARRE DEL. CUERND
—— UTERIND AL CUAL BL OVARIO
YA S& LE EXTIRPO.

CUERND UTERING

HERIDA QUIRLRGICA

FIGURA 10. Vista lateral suporior del area gquirurgica €100).
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Después de fa cirujia, los animales fueron pesados (Ba-
ianzs granataria Chaum) y monitoreados mediante citsologia ex-
folltiva para determinar cualitativamente la disminucion de
ia concentracion de la hormona endégena. Esto se presentsd en-
tre el tercer y quinto dia posterior a ia operacidn. Despues
de este tiempe ya no se observaron cambios morfologicos de
ias celulag del epitelio vaginal, por lo que se tomo a este
tiempo como lmite para estimular a cada animal con hormona
extgena, inyectAndosela por via intraperitoneal. Se eligio ey
ta vie por auv efectividad y rapidez en el efecte de la hormo-
na C24).

En e! diseflo experimental los animales fusron distribuidos
en 4 grupos constituldos de 4 ratas cada uno. A cada grupo se
le desigrnd una letra, de ta 4 a la D. El manejo experimental
de cada grupc se describe en la TABLA €, y consisitié en lo
Tiguisnte:

Grupo A. Grupo testigo (sin Lratamiento) Estos animales no
fueron castrados (opsrados> ¥y no e les administréd hormona.
Se lex =aacriftcs por dislocaszion cervical o1 dia gque se
encontraban en fase de diewtro.

Grupo B. Grupo blanco (A+O+Ve). Estos animales fueron adre-
nalectomizados y ovariectomizadgos (u ocoforectomizador)CA+0)
=] dia que se sncontraban en Tase de diestro en su ciclo es-
tral. Cinco diss después de la operacién ae inyecté a cada
ardmal 1t ml del vehicule de administrocidcn (Va) a placebo el
cusl consistié de una solucion de 03 mi de etanol y 0.9 mt
de molucién de NaCl wl 09 X,

Grupo €. Grupc gstimulado con ewtradiol (A+O<+f.>. A estos
animales se les mane jé de maners similar que el grupo B, pero
disueitc en el vehiculo de administracion se lesm inyectsd
10 ug de 17 [esiradiol a los cinco dias de haber sido opera-
dam.

Grupe D. Qrupo ewtimylado con progesterons (A+Q+Pgd. Cinco
dias despues de haber sido operadas, las ratss fueron
satimuladas con G5 mg de R320, disuesltos en ef vehiculo de
dministracion snterfor e descrito.




La cantidad de ambax hormonas inyectadas excede las
concentraciones fisiclégicas plasmaticas en la rata, las
cusles se encuentran entre 01 a 03 pug para el E, y de 01
Mg para la progestercona (18,54,99).

TABLA C. Mane jo experimental de los animales.

Extirpaciin ke ok
Grupo de ovarios ds hormone
Y adrensies enddgenss E, RS020
g} (05 mg)
4 (testigo) - - - -
B (A+O+Va)> + + - -
C CA+O+E + + + -
D (A+O+Pg> + +* - L d

~ : Animales a los
4 : Animales a lo=
indicado.

qni no Be las realizé el mane jo expsrimental
cuales se les realizo el manejo experimental

Periodo de cinco dias después de ia extirpaciéon de los
ovarios y adrenales hasta el estimulo con hormona

Treinta minutos despues de administrada la hormona o el
vehicuio de administracion, se procedié a dar muerte a los
animales mediante dislocacién cervical Una vez sacrificadss
lax ratas de los 4 grupos experimentales y en un tiempo no
mayor de 1 minuto se extirpd el érganc uterino, colocandose
inmediatamente en una caja de Petri a 4 *C (en hielc). Poste-
riormente, en un tiempo no mayor de 5 minutos, se almacend
cada uterc debidamente etiquetadc (# de rata, hormona inyec-
tada, y dia de macrificic) a = 70 «C en un ultracongelador
(REVO0), del cual se rescaté hasta su empleo.



= Procesamiento de la muestra para Ja gbtencidn de lu frac-
cidn citosolica y npuclear,

Cada ensayo consistié en el procesamiento de cuatro uteros
correspondientes a cada unc de los grupos experimentales (4,
B, C y D), con el fin de realizar dichos ensayos bajo condi-
ciones similares en cada grupo. Los uteros congelades fueron
rescatados del ultracongelador y colocados en hielo. Poste-
riormente el tejido fue cortado en pequefios fragmentes con
bigturi, se pesaron y eae les adiciond 5 volumenes de wsolucién
amortiguadora de homogenizacién (Tris-HCl 10mM, EDTA 15 mM,
fi~Mercaptoetanol 05 mM y Na MoO, 10 mM, pH 7.4> por mg de
tejido, es decir, 1 ml de tampén por cada 200 mg de atero.
L.os fragmentos se homogenizaron en un homogenizador Politrdédn
<Gmbll, Kinematica). De los homogenados de cada uno de los
Gteros se obtuvo tanto el citosol como el nucieo celular como
se muestra en la figura 11 y 12 mediante la metodologia des-
crita por Zava y col. (22). La extracciétn de los receptores
niGcleares se reallzo mediante la incubacién de ia fracclén
miofibrilar en tampén de KCl 04 M (Tris-HCI 10 mM, EDTA 15
mM, [-Mercaptostanol 05 mM, KCI 04 M, pH 85> Para la
centrifugacién a 800 xg se empled una Centrifuga clinica
GLC2, rotor HL-4; Y para la cetrifugacién a 195 000 xg se
ampled una ultracentrifuga Beckman L5-65B, rotor tipo 50,

C tificecidn de los receptores hormonaleg para estradiol y
progesteyona,

La cuantificaction de los receptores hormonales se realizé
mediante la metodologia descrita por McOuire y cols. (101)
para el resceptor de estradiol, y por Pichon y cols. (79> para
el receptor de progesterona. Alicuotaz de 100 pul de citosol
fueron incubados por triplicado con 25 ul de ambas hormonas
marcadas, en concentraciones crecientes de 02 a 48 nM (con-
centracién finald) para determinar la unién total del estra-
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citosoélica y fracclén miofibrilar (2ava, D.2(22).
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diot; .y de .0.4 a 88 nM (concentracion final?> para promegesto
na, cc_hst.ruyendo una curva dosis-respuesta y reahzado la in-
cubacion a 4+C. Alicuotas similares de los extractos nuclea-
res fueron incubados con las mismas concentraciones de hormo-
na, pero realizando la incubacién a tres diferentes temperatuy
t:as (4, 22 y 37 +C). Para determinar la union inespecifica se
emplearon tubos con las mismas concentraciénes de hormona
marcada mas hormona no radiactiva . esta ultima en una concen
tracien 200 veces superior a la marcada La hormona ne unida
fue eliminada mediante el empleo de carbon cubierto con dex-
tran (79,101,102>. La hormona unida al recepror se cuantifico
mediante un contador de centelleo liquido.

De cada muestra se determind su concentracion de proteinas
mediante el metodo colorimetrico descrito por Lowry y cols.
€103>.

Finalmente los resultados fueron expresados en femtomoles
por mg de proteina (fmoles/mg de protl.), construyendo grafi-
cas de Scatchard para obtener el numero total de receptores
¥y la constante de disociacion (Kd) de cada receptor. Toda la
serie de calculos realizados para la determinacion de .los
receptores hormonales se encuentra descrito en el APENDICE B.
Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante la
prueba parametrica de Analisis de Varianza (ANOVAD. Al encon-
trar alguna diferencia estadisticamente significativa se
hicieron comparaciones multiples mediante las pruebas no pa-~
ramétricas de Wilcoxon y grados minimos de Fisher, asi como
la prueba de Nevman-Keuls para corroborar dichos hallazgos.

Todo el material radiactivo desechado al final de cada
reaccién se colocd en garrafones de plastico debidamente eti-
quetados, con la cantidad de radiactividad desechada, asi co-
mo el material de cristaleria contaminado con material radiac
tivo se lavo en una tarja destinada especialmente para ello

con trampa de carbén en el tubo de desague.
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RESULTADOS.

- Registro de! peso uterino.

La Tabla D muestra las diferencias de peso de acuerdo
al maneio experimental. El grupe TESTIGO fue el que presente
el mayor valor promedio de peso, seguide por el A+Q+Pg y al
final los grupes A+O+E, y A+O+Va. Al comparar al grupo TESTI-
G0 con el resto de los grupos se observo que esta diferepcia
es estadisticamente significativa (p= 002). El grupo de ani-
males estimulados con progesterona presentaron también un pe-
S0 superior al de los grupos A+O+Va ¥y A-’-O*S,, £in embargo no
fue significativa esta diferencia (p= 0.1). Al final de la Ta
bla D se pueden observar el promedio de peso de cada grupo
experimental con su respective valor de desviacién estandar,
la cual se encuentra airededer de un 15 % con respecto del
valor proméedio. En la TABLA E se muestran los valores prome=
dio del peso corperal de cada animal, ya que este factor po-~
dria estar involucrado en la diferencia del pesc uterino. No
se encontro variaciones de peso entre los grupos experimenta-

les ¢{p>0.5).

TABLA D.

Peoo del ulero (g).

. Nurmero de experimento Promedio
Mone jo
Experimenlal 1 11 111 v CD-E>
Tesligo 0.400 0.391 0-342 0297 0358 €0.041 »*
A+Q+Va 0217 ole¢ o221 o181 0190 <€0.029
A+O+Eq 0.183 0180 0128 04173 0170 <0.02%52
A+DePg 0.258 0210 0311 = 0.259 €0.0%12>

D-E- DESVIACION ESTANDAR- ++: EXPERIMENTO NO REALIZADD
s p= 0.02 (prueba de Wilcoxon).

Tesligo’ Ralas ein monesijo experimenlal eacrificadas en fase
de dieslro

A+QeVa : Raloe adrenal ecltomizodae y ovarieciomizadas Lraladas
con vehiculo de adminietracion

A*Q+Ey ! Rolee operadae vy imil adas con E; 10 wug)

A+D+Pg ! Ratas operadas y eslimuladas coen RS020 05 mg’.
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TABLA E,

Peso corporal promedio por grupo experimenlal €g>

drupo Pesow DE.
TESTIGO ig4 4 125
A+Q+Va 1888 128
A+Q+Eq 18804 188
A+D+Pg 185.8 202

D.E.: Desviacién estandar
s: P>0.05 (Analisic de varianza)

- ConcentraciZn de proteinas.

La Tabla F muestra los diferentes valores obtenidos de
concentracion de proteinas tanto citosdlcas como nucleares,
determinados por el metodo colorimetrico de Lowry (19513C103).
En general la concentracion de proteilnas cuantificada en el
citosol fue mayor dque la determinada en el nuacleo. La distri-
bucién de los grupos con mayor concentracién de protelnas
citosolicas a los de menor concentracién es la siguiente:
grupo TESTIGO > A+O0+Va > A+O+Pg = A+D+Ez2. El valor promedio
de la concentracien de proteinas presento una desvia‘cion
estandar muy alta (de casi un 50 % con respecto al valor pro-
medio). Los dos grupos estimulados con hormonas presentaron
una concentracion citosolica de proteinas muy cercana. con un
valor de alrededor de 0.8B0 mg/m! siendo la diferencia entre
ambos minima (p 205> Al comparar al grupce TESTIGD con res-
pecto a los otlros tres grupos experimentales, fue el unico
con wuna diferencia estadisticamente significativa (p= 0.005),

En el caso de las proteinas nucleares el panorama cambia
con respecto a las citesolicas. Los valores promedio de con-
centracion de proteinas en el nucleo son muy similares entre
los grupos experimentales (p= 0.39). 51 se observan los prome
dios de los grupos A+O+Va, A+O+E, y A+O+Pz, éstos se ancuen-
tran alrededor de 0.35 mg~-ml Cobservese que esta es la tenden
cia de cada experimento). El grupo restante o TESTIGO, presen
Lo una concentracion de proteinas nucleares ligeramente mayor

+
a la de los tres grupos ya mencionados <052 - 0.28 mg~-mid.
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TABLA F.

Concantracién ds proteinas en el citoso! v extracto nuclestr dv célulms uterines (ag/ml).

MANEJD cITosoL NUCLED x

EXPERIMENTAL 1 11 111 1v P (DE.} 1 IT 111 1v - P (DE.)
TESTIGO 1.08 4.50 2.84 2.74 2.35 (1.35)% 0.32 0.84 0.74 0.17 0.5z (0.28)
A+D+Ve 0.57 1.78 1.50 1.77 1.41 0.50) 0.35 0.25 0.43 0.65 0.42 (0.15)
A+D+E, 0.89 0.57 1.08 0.45 0.75(0.25) . 0.30.0.31 0.260.30 0.28 (0.02)
A+0+Pg 0.70 0,87 1.08 + 0.880.49) o a1°o. 15 0.3+ 0,30 {0.43)

P {DE.): Valer promedioc (desvieeién estander)

+: No determinado

ST p(D .05 {prueba de Duncen Y
: - pruebs de Newten-Keuls)

vowe - §20.05 (prueba de Duncen y
o pruebe de Newman-Keuls)



- Cuantificacion del RE, ¢ RPg citosdlicos a 4, 22 y 37 *C

La TABLA O muestra los resultados promedio de ta cuantifi~
cacion de RE, y RPg citosolicos a 4, 22 y 37 +C. El objetivo
de estos experimentos fue el determinar la temperatura optima
para €SLos receptotes. Para ello se usaron dos uteros de dos
ratas A+O+Va, empleandose bajo éstas condiciones debido a que
por no existir estimulo hormonal endégenc y exegeno, era de
e@porarse que toda la poblacion de roceptorea &6 localizaran
en el citesol celular. En la figura 13 A, se pueden observar
las tres curvas de saturacion para los ensayos a 4, 22 y 37
para el RE, Puede notarse que en las tres gurvas se alcanza
la union maxima a una concentracion de Hormona radiactiva de
Z y 3 nm de hormona libre, lo cual se observa al formarse la
meseta entre estos dos valores, pero la concentracién de re-
ceptores va disminuyendo conforme awnenta la temperatura de
reaccién. En la figura 13 B, se muestran las graficas de Scal
chard correspondientes a cada temperatura. En ésta grafica se
han linearizado fas curvas obtenidas a 4, 2z y 37 *C. Puede
observarse que conforme aumenta la temperatura, el valor de
la pendiente de cada lnea wva disminuyendo; lo cual se refle-
Ja en los valores de Kd (constante de disociaciénd en la Ta-
bla G. Tambien la concentracién de receptores se puede deter~
minar en estas graficas extrapolando cada linea en el ele de
las abscisas <hormana unida). E! valor de lag pendientes, se
determino mediante regresion lineal con el fin de obtener la
acuacion mas representativa de cada recta. Al incrementarse
ia temperatura va disminuyenda el estatus del receptor de
estradiol, de 171 fentomcles por mg de proteina {fmoles/mg
proteinal, hasta 36 fmoles/mg  protetna.
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TABLA G.

Cuantificackin de RE, y RPy chosdiens 2 4, 22 ¢y T L.

TEMPERATURA RE, : ¥  RPg ; KMo
{-{) { fmales /g grot) {nM}) {Fmoles /mg prot) [T
4 17105 oSz 1535 18
22 14788 119 1144 8.9
37 3812 0-82 nogalive -
prot: protema - - K3: Constente de disaclacida

En e! caso del receptour para progesterona que se deter-
minaron . junte con jfos de estradiol, se obtuve union de 1a
hormona radiactiva saélo a 4 y 22 € =o (TABLA G), ¥y se obser=
va gue conforme se incremeta la temperatura disminuye la afi-
nidad del receptor por la promesterona, ya que la Kd obtenida
a 22 *C g5 de 6.9 nM ¢y la obtenida a 4 *C de 1.6 nM. La con-
centracion de receptores cbtenida a 4 y 22 ¢ fye muy semejan
te <TADRLA G)>. Como puede observarse en la grafica de satura-
cion figura 14 A), se puede definir una meseta entre ¢ y
B nM a 22 C, mientras qus a 4 °C se vislumbra una meséta de
la curva entre 4 y ¢ nM, que posteriormente sSe dispara, a va-
lores superiores a 8 nM En las curvas de Scatchard (figura
34 B> se observa claramente la diferencia de pendlentes entra
ambas temperaturas y la diferencia de Kd.
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= Cuantificacidn de los Receptores para gstradiol.
a) Cuantificacion de RE, citosdlico a 4 «C.

Analizando al RE, citosolico en la figura 15 A, se grafi-
can la concentracién de RE, en funcién de la concentracion de
estradiol radiactivo, con el objeto de observar e} comporta-
miento de dicho recepter, deperdiendo del manejoc experimental
de cada animal. Resulta evidente !la disminucion de este tipo
de receptor en el grupo A+Q+Ez2, en comparacian a los otreg
grupos experimentales. Aungue como se ocobserva en la Tabla H,
la variacion de la concentracién de receptores de un experi-
mento a otro es muy amplia la tendencla en general puede sin-
tetizarse en el promedia. En el caso de los tres grupos no
estimulados con estradiol (TESTIGO, A+QO+Va y A+O+Pg), la con~
centracién promedio de hormona unida es relatifvamente cercana
p >05), tendiendo a un valor de alrededor de 230 fmoles/mg
proteina, lo cual es de 25 veces mayor al valor promedio
obtenido para el grupc A+Q+Ez (p= 0.05). Las tres curvas en
los grupos no estimulados alecanzan la saturacién (meseta de
la curva) a concentraciones maycres de 2nM de estradiol, lo
cual no se observa en el grupo estimulado, cuya curva eshoza
ligeramente una meseta, sin gue sea muy clara, de tal manera

que pareciera alcanzarse la saturacién rapidamente.

TABLA H
Concentracidn da RE, citosdiicos [fmales /mg protemal.
NUMERD Df EXPERMENTD

MANEJO

EXPERMENTAL I 11 I1r 1V P
TESTIGO 760.28 8124 20478 14 540
AeleVa B2 U2 B 269 59 250
Aot .05 rE . T 42 5 9167 »
A0 Py B5 55 20542 28202 e iz Wi

F: Promedo vevsi: Regalin ++: HNo procesada

e: p= 0.05 (prueba de Fisher).
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FIGURA 15. A) Oraficas de saturacién para el receptor citosoe-

lico de estradicl a 4 +C dependiendo del manejo
experimental: TESTIGO (@), A+O+Va (8), A+O+Pg (@)D
¥ A+OHE, CAd.

B> Grafica de Scatchard para receptor citosoitco
de estradiol, correspondiente a la lUnearizacién
de |os puntos graficados en la figura 15 A,
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En la figura iS B se muestran las graficas de Scatchard
para logs cuatro grupos experimentales. Las rectas para el
grupo TESTIGO, A+O+Ya y A+0O+Pg presentan pendientes semejan-
tes (p Y05), lo cual es observable en sus Kd (Tabla I). Es-
Los Lres Srupos presentan una Kd de alrededor de 052 nM (Ka
de 2 X 10°M"). cave sehtalar que a pesar de que el grupe
estimulade con estradiol CA+O+E2) presenta una menor concen-
tracion total de receptores, ello no cambia su Kd con respec-
to a los otros tres grupas (0.49 nM> (p >05).

TABLA L

Constanfes de  disociacién omedio K4} fos receptores
citosdfices {nh'1, i pere

NANEJO RE+ RPge
EXPERMENTAL —_— —
P« BF. P !Df,
 TESTIS0 o052 ton 165 1 OM
A+De¥a 056 ! 08 15¢ * 054
A, 050 * 040 acrerinasen
APy 6Q ! 020
P > Df.: Promedis 1 Desviaciin Exstandar <<= -+ Negativ

» : p>0.05 [ANOYA)L,

b Cuantificacion de Jos RE, nucleares (RnE_>.

En la figura 16 A puede observarse las curvas de satura—
cion o dosis respuesta para el RnE,. Coma se observa en la
Tabla J, sole el grupo A+O+E, presents niveles cuantificahles
de este receptor a 4, 22 y 37 +C. Loz enmayos realizados a 4
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HORMONA UNIDA (frooles/mg prot)

y 22 +C presentan un nive! de receptores superior a los
detectados a 37 +*C, encontrandose una perdida de hasta 120
fmoles/mgz proteina, si comparamos los promedios obtenidos a
22 y 37 *C  <(p=» 0.003)>. En la misma figura 16 A puede notarse
que conforme aumenta la Lemperatura del ensayo la concentra-
cion de hormona necesaria para aleanzar la saturacién  va
incrementandose, sfende de >3 nM para 37 +C, sin que se defi-
claramente uUna meseta; de 3 a 4 nM para 4 y 22 *C. Al reali-
zar la grafica de Scatchard (fig. 16 BY es evidente la dife-
rencia en las pendientes obtenidas En la Tabla J se encuen-
tran los valores promedic de Kd obtenidos a égtas treg tem=
peraturas, siendo muy semejantes los obtenidos a 4 y 22-C,
con valores de alrededor de 25 nM (p> 003> y =siendo menor
a 37 *C, donde se incrementa el valor de Kd hasta el doble de
valer obtenide para las otras dos temperaturas (5§ nMX{(p30.05).

o r ;', 3‘ “‘ 0 100 200 300 400
H A if 1 /1 .
HORMONA LIBRE () ORMONA  UNIDA (fmoles/mg prot.)

7F;IGURA 16. A) Grafica de saturacion para el receptor nuciear
de estradiol en el grupo AYO+E,, dependiendo de la
temperatura de reaccién: a 4 ©), 22 (¢) y 3I7 (md.
B> Grafica de Scatchard correspodiente a la linea~
rizacion de los datos de la figura 16 A,
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TABLA J

Concentracisn  de  RE,  nucleares -aromedio - {{males/mg profeinals -

MANLID:. 4 e PR g
DPERMENTAL PiDEL .. PiDEL..

TESTIE0 vietreveens  Canieiansbis

AV

A+, Mo TWBY - A1 M2

- AsQ4Py ereamwerane verersaves

Constante de disuciacion (¥4} para el grope AvO;E,.f(nm'

280 ! 055 28 LW

P I DE.: Promedin 1 Desviacidn Estandart o
a:p <0.003 (;)_;igeha de Fisher) 1:p<0.05 [prueha ‘de’ Fiéhg"[ :

- Cuantificacien de los receptores de progesterona.

a) Cuantificacién de RPg citosdlico a 4 <C.

Los grupos no estimulados con hormona (A+O+¥a y TESTIGO),
;’:ro'sle'n?.a:-on RPg citosdiicos, mientras que oz grupos
estimulados con  estradiel y  progesterona neo  presentaron
rivales deotectables do éste Lipo de receptor. En la figura
17A se encuentran las curvas de saturacion para el RPg de los
grupos gue prosentaron este raceptor. Analizando éstas
graficas se puede observar que el grupo TESTIGCO alcanza la
saturacion entre 4 y 5 nM de progesisrona, miontras gque <l
grupo A+C+Va lo alcanza en valores superiores a 6 nM Al
representar los valores  abtonidos de unién ospaecifica
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(fmoles/mg protexh&i ‘en” una grafica de Scatchard (figura 1782
se pueden observar . las rectas r.orrespon:‘ﬁeﬁbes para ambos

grupos no estimuiados En ambas graficas es minima la dife-

rencia en la concentracién de raceptores, siends ligeramente o

‘menor en el grupo TESTIGC (p= 0.1), mientras que sus Kd son
’ seme jantes con un valor d2 alrededor de 1.5 n“M {(Tabla I). En
la Tabla X &e muesiTan las concentraciones promedic de! RPz
citosolice para ambes grupos, siende lgeraments semejante el
‘wvalor promedio, de aproximadamente d= 150 fmoles~mg proteina,

TABLA K

Concentracidn de RPg citesdlicos {fmeles /mo proteina).

HANEID NUMERQ GF EXPERBENTD

EXPERIMENTAL 1 11 111 iy Ps
TESTIGO M50 .25 1820 13 5430
A aYA 2289 24 8380 B 196.26
AvDE, v ' seavas
A+DPg s seaens PP s cveves
P: Promedia ssenn; domativg +r+; Na procesads

t: Unidn no Especifica s p= 04 {prueha de Wicaxan)
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HORMONA UNIDA (fmoles /mg prot,)
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tag 4

FIGURA 17,

A> Gréﬂca da Hsat.ur.acién para el receptor cltosé—
11i¢o “para- progesterona a 4 *C dependiendo del ma-
ne jo experimental: grupo TESTIGO ) y A+0+Va (&)
B> _Gréflca de Scatchard resultante de 1a linear{-
zacion de los datos de la figura 17 A.
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HORMONA UNIDA (fmoles/mg prot.)

b) Cuantificacion del RPg nuclear,

En el caso de! RnPg, solo un grupe presentd niveles
detectables para este receptar (grupo A+O+Pg a 37 +C) en una
concentracion promedio de 78 z 2 fmoles/mg protetina. En las
graficas de dosis-respuesta no se observaron resultados que
siguieran un comportamiento como en las graficas ya previamen
te presentadas (figura 18 A). Al realizar con estos resulta-
dos una grafica de Scatchard, ne se obtuve una linea recta
con pendiente noegatlva, slno una grafica como la que s mues-—
tra en la figura 18 B. También el grupo testigo presento
graficas de 3Scatchard con este mismo comportamiento, en la

mitad de los experimentes en cada temperatura en los grupos
TESTIGO y A+O+Pg. ’

1]

= 8

=

3.

Eary
4
‘] B

o ; T B 04 T . . —
[¢] 2 4 6 a 10 0 200 400 600 800 1000
HORMOMA LIBRE (nt1) HORMONA UNIDA (fmoles/mg prot.}

) FIGURA 18. Grafica de saturacion <A) y de Scatchard (B> mos-

trando la unién no especifica del Receptor nuclear
de progesterona, los simbolos corresponden a 3 di-
ferentes experimentos: experimento 1 (m), experi-
mento 2 (4) y experimento 3 ().
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DISCUSION.

Como puede observarse en la tabla D, el peso utarina de
los cuatro grupos de animales presento variaciones de acuerde
al mane jo experimental, junto con este parametro se determino
el peso corporal de cada animal (TABLA E), ya que este factor
podria ser importante en la diferencia del peso uterino, sin
embarzo noe se encontraron variaciones de peso corporal entre
los grupos experimentales (p>0.5) que explicaran estas dife-
ronciag. Cabé @efalar que otro factor importante on la va-
riazién de este parametro fue el fragmento de cuerno ubLerind
disectado al castrar a cada animal, ys que de eSta manera se
aseguro Ia extraccién total del ovaric, In cual se comprnbo
de manera histologica. Tomando ello en cuenta, se pudo obser-
var que el grupe TESTIGO (no castrado ni estimuiado) fue el
que presento e! peso uterino mas alto, asi como una ligera
elevacidn en la concentracion de proteinas citosdlicas y nu-
cleares (TABLA F). Este hecho puede ser la explicacion de que
en éste grupo presents un incremento en el peso y en la con-
cantratracién proteica, ya que en comparacién a los animales
castrados, sigue existiendo el estimule hermonal.

En cuanto al peso uterino del restos de los grupos experi-
mentales, el grupo A+O+Pg presentd un valor de 0259 mg. Este
valor e halla entro el obtenido para el grupo testigo ddo
0358 mg) ¥y los grupos A+O+Va y A+O+E, (de alrededor de 0.175
mg). Este valor de pesc no puede atribuirse al efecto do la
progesterona, ya gque en general, para un verdadero estimulo
los esteroides requieren un tigmpo mayor de 6 horas (6),
mientras que los animales de este trabajo fueron sacrificades
a los 30 min despues de la inyeccion de hormona, por lo que
esta dferancia en peso entre el grupo TESTIGO y
log tres grupos de animales cautrados puede atribuirse a atrg
fia por falta de estimule hermonal.

En el caso de Lla concentracisn de proteinas citosolicas,
el grupo A+0O+Va tambien presentd un valor intermendio entre

el grupo TESTIGO y los grupos A+O+Pg y A+O+E,, siendo en
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estos dos ltimes muy  similares (de alrededor de 080). Este
valor es 1.7 veces menos concentreado con respecte al grupo
A4O+Va v 3 veces menos concentrade con respecte al grupc TES-
TI160. Cabria esperar que este grupc <A+0+V3)» preseptara una
concentracion de proteinas semefante a ta de los otros dos
gTUpes castrades (A+O+Pz v A+O+E)Y Esta diferencia se mantig
ne constante en casi Lodas los experimentos realizados <on es-
te pgrups (tabla F) Este indica que apesar de homogendzar
cada utero con una relacion peso-vclumen de tampon de homoge-~
nizacion similar (1:5), la concentracion de prouelnas per se
fue diferopte. No w3 ha roportads que la ogtimulagion terpra-~
na (menor de & hrsd con estradiol o progesterona provoquen €n
primera instancia una disminuclon de la concentracién de pro~
tetnas de un drzanc blance (2,62, Ya gue se emplex-on relacig
nes semejantes de diluctén pesos/volumen las diferencias da
concantracion entre el grupo de animales castrados A+C+Ya con
respecto a los otros dos grupos de animales castrados A+O+E,
¥y AHO+Pg pueden ser atribuibles al azar.

En el zaso de ia concentraciah de las proteinas nucleares,
como se cbserva en la tabla F. la concentracien en los tres
zrupos de animales castradogs fue muy seme jante (deo alrededor
de 0.05 mgsmis, inferior a la determinada en el grupo TESTIGO
{de 0.08 mgr/ml?, lo cual apoya que en éste ultimo grupo los
niveéles basales de hormona ho solo mantienen la diferencia en
prese o aen la conceniracién de proteinas, sino i.ambién an la
concentracitn de proteinas nucleares, como se ha chservade
en la Hteratura (7,233

£s importante el aclarar que estas diferencias en el peso
uterine o en la copcentrzeidne de proteinas no  tuvoe algun
efecto en la concentracicn de recepteores hormonales, ya que
ne se encontrd una relacién entre ambos parametros bajo las
condiciones empleadas en este ensayo, por lo que estas
diferenclias en peso o en concentraclén no intervinieron en la

determinacién de dichos receptores en forma importante.

Cuando se modificaron las condiciones de temperatura en la
daterminacion de Jos receptorss para estradiol y progestero-
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na citosolicos, se pude observar que estos disminuyer en con-
centracion conforme se aumenta la temperatura del ensayo (TA-
BLA G)>. Katzenellenkogen y col (953 han sugerido que la la-
bilddad que presentan los receplores citosclicos en compara-
cién con los nucleares, estriba en los dos siguientes facto-
res:

1- Leos receptores citosolicos en su gran mayoria se
encuentran libres de  hormona, lo cual los hace muy
susceptibles a temperaturas entre 20 a 37 «C.

2.~ E! receptor libre citesélico que Se entuentra an forma
monomarica (forma 453(CE), pogoo per £o poca ogtabilidad 5 la
temperatura en comparacién a la forma nuclear dimérica (forma
55). Probablemente esta diferencia conformacional sea deter—
minante, ya que esta ultima forma posee una mayor afinidad
por la hormona que le confiete una mayor estabilldad a la tem
peratyura, .

Todos Jos grupos experlmentaies presentaron recepbor&‘s
para estradicl citosolicos, sin importar el mane jo
experimental proporcionado (TABLA H> Si{ comparamos los
valores obtenidos de concentraclén para jos RE, citosdlicos y
nucleares en las tablas H y K, es evidente que al estimular a
los animales con estradiol disminuyen los receplores
citosolicos para esta hormona, mientras que concomitantemente
aparecen los receptores hormonales en el nicleo. Este efecto
no es observable en los animales estimulados con progesterona
o cuando no hay estimule hermonal (grupe TESTIGO y A+O+Va).
El procese de disminucién del RE, citosélico y aparicién de
los receptores nucleares es 1iniciado por la estimulacion del
estradicl, el cual al unirse con su receptor forma un
comple jo con éste, Y asi1 se traslocan o desplazan al nucleo
(4,69). Se ha determinado que tanto dosis fisiolégicas como
altas concentraciones de estradiol en la rata (las dosis far—
macoltgicas e consideran en ia rata entre § a 10 pg)(18,22),
provocan sn un lapso de 30 min a 1 hera el dasplazamlento del
receptor al ntcleo, obteniendo por consigulente la disminu=-
clén de la poblacion citosélica de RE, y un aumento en la
poblacién nuclear (4).



Si analizamos los efectos de la temperatura sobre los RE,
nucleares se podra notar un incremento de un 13 % en la
concentracién del receptor detectades a 22 *C. En la grafica
18 B (seccion d2 resuyltados) se muestran las graficas de
Scatchard para este receptor a 4, 22 y a7 »C Law pendientes
entre las rectas son muy Semejantes como se cobserva en la
TABLA I, donds se encuentran los valores de Kd promedio. Ello
sugieTe que a pesar de aumentar ila temperatura a 22 °C, ia
afipnidad por el receptor no se ve alterada, ya que &s muy
similar a la determinada a 4 C, pero sin embargo, se detects
un 13 X mas do roeceplores a 22 °C que a 4 *C. Samborn y col.
104> y Katzenellenbogen y col (95) cbssrvaron que el ensayo
de determinacion de los RE, a 4 +C, tambien llamado ensayo
directo, no determina [a concentracion total de proteinas
unidas con alta afinidad a su hormona, sino solamente aque-
lios sitfos no ocupados al momento del analisis. Al aumentar
1a temperatura del ensayo se incrementa ls dinamica de la
reaccidtn de intercambio, permitiendo que los sitios recepto-
Tes que Te encuentran unidos a hormona, se Uberen de ésta y
que la hormona marcada tenga mayor probabilidad de wunirse al
receptor. De acuerdo con Katzenellenbogen, el rango de diso-
ciacién a 4 *C del estradicl de la jprotetina receptora es mas
lante y el minimo intercambio ocurre durante el tiempo de en-
sayo. En este trabajo, bajo las condiciones experimentales
del ensayo empleado, la diferencia encontradas de concentra-
ciétn de RE, a 4 y 22 *C fue solo de un 13 %. Esta diferencia
aungque es evidente no es muy alta Sl a 4 °C molo se detectan
los sitios receptorezx vacios, es decir sin hormona, cabria
suponer que en @l niclec los niveles de estos sitios deben
ser minimos, ya que e un prerrequisito para su localizacion
en el nucleo el que se encuentren previamente unidos a hor-
mona, sin embargo, la concentracién obtenida a 4 *C es rela-
tivamente corcana a la encontrada a 22 *C.

Lo descrito a 4 y 22 *C no ocurre & 37 *C. En este ultimo
caso se observe una disminucién en la concentracién de RE,
nuclear de cas{ un B0 3, y un aumento de hasta el doble de su
Kd Clo que s=significa la perdida de ia mitsd de su afinldad
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por: !a hormona o Ha) en comparacion a lo obtenidc en las
‘otras dos temperaluras (TABLA I). El decremento de:la unién
da  la hormona con su receptor debide al incremente de la

temperatura puede resultar 4e dos procesos (3040

1~ Inestabilidad det comple ju  receptor-estradiol - poi la
temperatura.
Como ya se indice, al aumentar la temperatura del eﬁsayo
se incrementa la dinamica de la interaccion
hormona~recaptor. Esto involucra que conforme se
incrementa la dinamica de la roaccion, la formacién del
complejo es mencs estable, es decir, la velocidad hacia
un lade U oiro del equilibrio aumenta.

Hormana + Receptor ——~e——a Hormona-receptor
—

2.- Incremento de la actividad de proteazas.
Al homogenizar cada utero y romper la extructura celular,
se liberan una gran cantidad de enzimas proteoliticas, En
este trabajo se empled al EDTA, que es un inhibidor de
proteasas (103,106), el cual juntc con el emplec de
temperatutras entre 0 y 4 *C disminuye la actividad de
estas enzimas. Pero al! aumentar la temperatura, muchas de
estas enzimas {ncrementan su actividad, lo cual puade
afectar al receptor, degradandolo y por tanto, disminuipr

su concentracién y su actividad

Al comparar las Kd citosolicos para RE, (Kd = 05 nM> con
los obtenidos en el nucleo a 4 y 22 *«C (Kd = 25 nM) se puede
observar un ipncremento de este valor en e nucles, En
general, se ha descrito en la literatura una Kd para RE,
citosdlico entre 03 nM a { nM (311,22,69,104> ¥y para el ro-
teptor nuclear de 002 a 3.3 nM (104>. Las variaciones de los
valores de Kd de un ensayo a otro puede deberse a factores
biologices o a factores intrinsecos de la metodologia (33).
Entre eztog factores ge hallan los siguientes:
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“Bioldgicos. e L =
ad Varla:ic_:m biclogica ‘de un organlsn';é au‘la!‘.m y. de una

especie a otra. S I j ‘ ‘
b) Variacitn en la afinidad de un tejide a'cn.x-o.

Metodoldgicos.

ad Variacion en las condiciones de reaccién de un experimento
a otro.

b)Y Alteracion del receptor.

o> Influencia de protatlnas contaminantes.

£l valor superior de la Kd en el nucleo en relacién al del
citosol inveolucra una menor afinidad Co Ka) del RE, por su
hormona. Las condiciones experimentales entre el ensayoc rea-

lizado en el citosol y en el niucleo varian en 2 factores:
i) El manejo de la temperatura.
> La extraccién de! receptor nuclear empleando KC! 0.4 M.

Weichman y Notides (69) describen resultados diferentes
a los aqu descritos, ya que ellos observan que el RE; nu-
clear posee una mayor afinidad que la forma citoplasmatica,
mientras que Zava y col. (22) presentan resultados en los que
ambas formas poseen Kd similares. También en la lteratura se
ha descrito resultados similares a los de este trabajo. Mol-
uhill y Palmitar, a=§{ como Kalami y col. (107,108), han en-
encontrade valores de Kd superiores en el nicleo en compara-
cién con el citosol

El esclarecer estas diferencias es muy importante, ya que
el papel bilolégico en cuanto a estas discrepancias de afini-
dad por la hormona de un mismo receptor en un compartimento
celular u otro, nos puede estar indicando diferentes estados
funcionales del mismo receptor <109). Como se comentd al
principioc de esta discusion, los receptores nucleares para
estradiol presentan una maycr estabilidad a cambios térmicos
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en comparacitn a los citosélicos, lo cual se ha inferido que
esto se debe a sus diferencias de unién y afinidad por su
hormona. Aunque cabe aclarar que en el presente Iu-aba_)o, un
factor muy importante empleadoc para la cuantificacién del RE,
nuclear fue el KCl, lo que implica una alta fuerza icnica no
solo capaz de extraer al receptor nuclear, sino tLambien de
inestabilizar al comple jo estradiol-recepter, repercutiendo
en la afinidad del mismo (42,59,65,110).

La temperatura también es un factor que puede estar
involucrado en la variacién del valor de la Kd <6). Cabe se-
flalar que en &l grupo A+O+4E, el ensayo nuclear también sé
realizeé a 4 °*C como en el citosel, observandose las mismas
diferencias de Kd. Este resultade sugiere precisamente que el
KC1 puede estar jugande un papel mas preponderante en esta
diferencia. En el caso del ensayo del receptor nuclear
incubado a 37 *C se observa una Kd >5 nM, por lo que ha esta
temperatura es evidente que el complejo hormona-receptor es
mas inestable que a 4 y 22 *C.

Elf RPg citosdlico solo fue detectable en los grupos
experimentales que no fueron estimulados con ninguno de los
dos esteroides sexuales femeninos: el grupo TESTIGO y el
grupo A+0+Va, mientras que los grupos A+O+E, y A+O+Pg no
presentaron niveles detectables del receptor. E! valor de Kd
de ambos se determind alrededor de 1.6 nM, el cual se halla
dentro del range reportado en la literatura entre 1.0 a 10 nM
€41). Cabe resaltar que la concentracion promedio de recepto-
res de un experimento a otro es muy variable, pero la afini-
dad de los receptores por la promegestona no varia. La presen
cia en estos grupos del receptor citosélico sugieren que se
encuentran ahi por no existir hormona capaz de interactuar
con @l receptor, y por lo tanto no se despiaza al nucleo. Ca
bria esperar que en el grupo estimulado con estradiol (A+O+
E,) presentara un resultado semejante. El hecho da que en es-
tos animales no se detectara el receptor en el citosol, sugie
re que de alguna manera el estradiol a las dosis empleadas
€10 pgd> en este trabajo (superiores a 0.2 pg se consideran en
la rata como farmacclégicas), interfieren de alguna manera san
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Ia cuantificacion del RPg. Se ha determinado de manera amplia
que esteroides como el estradiol, DES o estrona no presentan
unién cruzada con el RPg (39,41), por lo que no es factible
el suponer que este esteroide se uniera con e! RPg e interac-
cionara con éste. Este resultado es especlalmente interesante
Y abre e! tema para una investigacién dirigida a responder
esta interrogante.

El grupe estimulado con progesterona (A+0+Pgd tampoco pre-
sentéd niveles detectables de RPg nuclear como sucedidé para el
ETrupo A+O+E.. El que eSte grupo no presente estle receptor no
implica que no lo poseyera , ya qua log dos grupos blanco i
lo presentaron y el manejo experimental fue similar, lo que
permite pensar que en este grupo el receptor =se desplazé al
nucleo estimulado por la Pz, como ya se ha reportado (6).

Coema ya ase indicd, selo les grupos A+O+Va y TESTIGO
presentaron RPg en el citosol. En el grupo A+O+Pg cabria
esperar la presencia de éste en el nucleo como respuesta al
estimule hormonal, Sin embargo, no se detectaron niveles del
receptor en este grupo, y de heche, tampoco en el resto de
los grupos. Cabe aclarar que en el grupo A+G+Pgz al graficar
los resultados mediante ecuaciones de Scatchard, éstas
presentaron comportamientos semefantes a los ejlemplificados
en la figura 198, en donde a pesar de oncontrar cierta union,
no se forma una linea recta con pendiente negativa, sino se
forma una nube de puntos =in una tendencia apai-ente. Soutter
y <col. (1981)<(111) ha reportado en cancer cérvico-uterino
comportamientos similares para RE, citoplasmice ¥ nuclear, de
ta! manera, que este tipo de comporatmiento refleja una baja
afinidad del receptor por su hormona. Para el RPz se ha
reportado que, en comparacién al RE,, es particularmente
labil ya que es facllmente inestabilizado por la temperatura
y fuerza iénica, no formandoese complejo receptor-progesterona
(2). En los aexperimentos & 22 y 37 *C podria esSperarse gque la
temperatura participara de manera importante en la desestabi-
Hzacién del receptor, pero a 4 +C, em factible observar el
receptor en el citosol, por lo que cabria esperar que de
igual manera sucediese en el ndcleo, sin embargo, no es asi.
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Por presentarse un comportamiento no lineal en el Scatchard
con las tres temperaturas ensayadas (figura 19BY, indica que
la union al receptor de Pg si ocurrio, pero la diferencia en
el citozol con respecto al nuclec fue la presencia de KCL, vy
al parecer, el RPg es altamente sensible a el, en comparacion
al RE,.

En el caso del receptor de progesterona, la Kd detectada
para los grupos A+O+Ya y TESTIGO se encontre dentro de los
rangos observados para la progesterona, pero también para la

promegestona (de aproximadamente 2.5 nM)(393,

De acuerdo con Katzenelenbogen y col. (933, todo estudio
que pretenda optimizar e! ensaye de cuantificacién de recep-
tores mediante el ensayo de intercambio de hormona radiacti-
va, debe considerar variaos de los siguientes factores:

a) Proveer un ranzo razonable de tiempo para permitir el

intercambia,

b> Reducir al minimo la pérdida de sittos de unién,

¢> Minimizar la union no especifica de la hormona a otros

sitios,

d) Emplear lag condiciones adecuadas de temperatura,

e) Determinar la concentracién optima de hormona radiag

tiva y de las proteinag de la muestra

Unoc de los objetivos de este trabajo fue el manejar dife~
rentes condiciones de temperatura en el ensayo de intercambio,
para determipar con mayor precisién la ceoncentracién de re-
cepltores nuclearses de estradiol y progesterona, observando el
efect.o de este manejo en la capacidad de unién de los recep-
tores con su lgando correspondiente, mediante la determina-
cién de su constante de disociaciéon (Kd). Un paso importante
para poder lograr este objetivo fue eliminar las fuentes en-
dégenas de las hormonhas, con el fin de minimizar su interfe-
rencia en la concentracién do receptores, lo cual alteraria
los resultados en la cuantificacién de los misnos, ya que la
hormona propia del animal puede unirse a los receptores vy
competir por eéstos (93). Bajo las diferentes condiciones hor-
monales @n un animal no castrado, los niveles de RE, y RPg
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pueden localizarse de manera gradual en un compartimento ce~
lular u otro, dependlende de la fase en el ciclo menstrual o
sexual en el que se encuentre. Ya que esta no s un fendmeno
“de todo o nada”, la concentracién de receptores citosolicos
¥y nucleares puede fluctuar de un compartimante celular a otro
dependiendo de los niveles hormonales. Ello involucra gue pa-
ra determinar en un 6érganc blanco la presencia de estos re-
ceplores se requiere de la cuantificacion en ambos comparti-
mentos celuwares. La determinacion &n un solo compartimento
establece de manera parcial la hormonodependencia de un tefi-
do dado, ya que es doe manera incompleta i so desea obtener v
cuantificar la mayor concentracion de estas proteinas recep-

toras.



CONCL.US10

1= Los receptores hormonales citisolicos para E; y Pg son
altemente sensibles a temperaturas de 22 y 37 +C, por lo
cual, en este disefic experimental el ensayo realizado a
4 *C fue el mas adecuade para determinar la mayor concen

concentracion de receptores,

I~ El ensayo para detectar el RE; nuclear realizado a 22+C
pormite cusntificar un 13 X mis de receptores &in que oz
Log sg vean afectados en su aftnidad por la hormona, ya
que su Kd a2 4 y 22 *C son similares.

III.- El receptor de E, se desplaza del citosol al nuclec en
respuesta a la presencia y unioh de su hormona, lo que
confirma la importancia bioldgica de la localizacion
nuctear de este receptor para estimular y modular el
comportamiento celular de sus organos blanco. En el ca-
so del RPg los datos sugieren que este trasloca al nu-
cleo por wmu decremento en el citosol al estimulo con
R5020, pero nho fue delectado en este compartimento celu-
lar,

IV~ El empleo de soluciones con KCI 04 M para extraer al
receptor nuclear para E, traen consigo un detrimento en
la afinidad del mismo por su hormona, ya que la Kd
det.erminada para el receptor citosolico fue menor que en
el nGcleo.

Y- El RPg nuclear es muy sensible a la fuerza ionica
empleada con el XKCl 04 M, ya que mediante e} método
aqui ampleado no fue factible detectar este receptor en
el nucleo, y & diferencia del RE; nuclear, pierde la ca-
pacidad de union de la hormona radisctiva y sgolo se de~-
tecta unién de tipo inespecifico.



Vi~

El emplea de procedimientos para eliminar !a sal, en
exte caso el KCI, camo la dialisis o Ila cromatograla
por exclusion de peso molecular pueden ser una buena op-
cion para la cuantificacion de los recepteores nucleares,
Lanto para E: comeo para Pg. pudiendose eliminar de esta
forma el KCI y con ello, el efecto de la fuerza iénica
sobre la unién ne covalente del complejo bhormona-recep-

tor.

Para poder determinar la preschcia total doe receptares,
asi como la hormopodependencia de wun tejide dado, es
tecesario cuantificar los receptores tanto citoséliicos
como nucleares. Su concantracidén en un compartimente ce-
Iular u otro dependera de los niveles de hormona circo-
lante, y por tanto, esto estara relacionado con la fase
de]l ciclo estral (o menstruald dael! organismo en estudio.

Vlll.- Finalmente, el papel fisiolégico de los receptores

unidos fuertemente al ndGcleo, es decir, aguellos que
solo son extraidos con  altas fuerzas {dnicas, se ha
tratado de determinar ne solo en animales experimenta-
les, =sino tambié&n en neoplasias © tumores humanos, sin
llegar a una conclusion clara. Por ello, la optimizacién
de metodologias para determinacién es im;;or'.ant.e para
poder comprender mejor no solo su importancia bielégica,
sine tambidn o papel que Juegan estos en problemac
citnteos.
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APENDICE A.

K

-  Corroboracién  histolégica de la  extirpacidn de
glindulas adrenaleg y de los opvarios.

Se extirparén tanto las glandulas adrenales como los
oVANoS para abatir log pivoles circulantas  endegenss  do
estradiol y progesterona. Para corroborar su extirpacion se
identificé cada crganc extraide mediante cortes histolégicos

tefidos con Hematoxdlina-Eosina.

a) Olandulas adrenales.

Las zlandulas adrenales o© suprarenales se  ehcuentran
localizadas en ia porcién anterosupericr de cada rifién
€112,113).

Histolégicamente se hallan constituidas por dos regiones
claramente definidas: una externa denominada corteza, y una
central denominada médula, la cual se encuentra completamente
rodeada por la cortezala corteza adrenal se halla constituf-
da por tres regiones: Una zona externa o glomemerular de pe-
quefio espesor y formada por celulas globosas; una zona inter~
media o fasciculada, ia cual se encuentra muy desarrollada
con respecto a la anterior, y finalmente la zona reticular,
la cual es reducida y compuesta de pocas celulas (113,114

(figura 19>,



FIGURA 19. Regicnes de la glandula adrenal: la corteza (C>
rodeada do tejido conectivo C(capsula, Cad> y la me-
dula (M). A sSu vez se muestran las diferentes =zo-
nas de la corteza adrenal: La zona glomerular (2g)
rodeada de la capsula, y la 2Zona fasciculada Z
y la zona reticular (Zr). Obsérvese el mayor desa
rrollo de la zona fascicular (Tincién do Hematosi-
Una-Eosina, H-E-; 05 XD.
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b > Ovarios.

Los ovarios al igual que las glandulas adrenales son
érganos pares localizados en en el extreme distal del oviduc-
to bicorne gque presenta la rata (98,99). Ambos organos presen
tan una forma ovalada de contornos irregulares, y su tamafio
on general es de aproximadamente 8 mm por Smm.

Al corte histolégico, el ovarie se compone de dos zonas
€113,114). La zZena interna o medula, formada de tefido conec-
tivo laxo y vasos sanguineos; y b?» una zona externa o corteza,
la cual contiene los foliculos ovaricos.

En el estroma cortical se pudieron identificar foliculos
de diferentes tamafos y etapas de desarrollo. Se pudierom ob
servar foliculos primarios, y feliculos maduros. Floalmente
tambien pudo observarse cuerpos luteos © cuerpos amarillos
figura 20,

Junto con el corte del ovario, se pudo observar partes
del oviducto, distinguiéndose en su morfologia la capa
interna o mucosa, la capa intermedia o muscular y la capa mas
externa o serosa, El hechoe de encontrar fragmentos del
oviducto indica que la extirpacién del ovario fue mas alla
de su wuniétn al oviducto, o que garantizé su completa
extraccién (figura 21).



FIGURA 20. Panoramica en donde se muestra parte del ovario
en la cual pueden observarse en la corteza ovarica
foliculox on diferentes etapas de desarrollo: Fo-
lculos primarios (Fp), cuerpos luteos <GP y la
médula ovarica (M)(Tincién B-E, 95 XD.



FIGURA 21. Secciones del cuerng uterino (CUY y trompas de Fa-
lopio (TF>, en las cuales pueden observarse la mu-
cosa (Mu), capa muscular {(Cm), lumen uterino <Lud
(Tincidan H~E, 95 XO.



APENDICE B.

Célculos para obtener la concentracion de receptores
hormonales. -

a) Preparacién de la curva dosis-respuesta para el receptor
de astradiol.

La cuantificacién de los receptores para estradiocl en 33
citoscl se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por
McGuire y col C(1977Xi101), empleande la fraccion citosolica
o nuclear obtenida de cada utero homogenado. Cada ensayo se
realiz¢ por duplicado entre 0 y 4 *C, a menos que se indique
lo contrario. E! procedimiento fue el siguiente:

1.~ Por cada utero se colocaron dos series de tubos de vi-
drio. A una serie se le denominé UT para la determinacion
de la unién total, empleando unicamente 17 [iestradiol
marcado radiactivamente y a la otra, se le denomind UI
para la determinacién de la unidn inespecifica, empleandc
estradiol radiactivoe mas DES. Cada serie constéd de 8 tu~
tubos por duplicado.

2.~ A los tubos de la serie Ul (con DES> se les adiciono
25 ul de cada una de las @ concentraciones del esteroide
no radiactivo DES: 02, 04, 08, 14, 18, 28, 38 vy
4.8 uM.

3.~ A estos tubos se les deld a temperatura ambiente por 18
hrs {toda la noche? con el fin de evaporar el solvente
(etanol) en pl que se encontraba disuelta la hormona, de
esta forma el DES gquedd en el fondo del tubo,

4~ Posteriormente, tanto a  los tubos de la serie UT (sin
DES) como de la serie Ul (con DES) se les adicione 25 pul
de cada una de las B8 concentraciones de estradiol
radiactivoe en concentraciones crecientes de 1, 2, 4, 7,
9, 14, 19 y 24 nM. En los tubos de la serie Ul la concen-
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tracion de DES correspondié a una relacién 200 veces ma-
mayor a la de la hormona radiactiva.

8.- A cada tubo ©¢ le adicionaren 100 ul de citosol

6.~ Todos los tubos se agitaron en vortex por S5 seg.

7= Se les incubd 18 hrs a 4 +«C para citosol y 4, 22 y 37 *C
para nucleo.

8.~ Pasado este tiempo se les adicionaron 250 ul de la so-
lucion de carbon cubierto con dextran.

9.- Se les agitt en vortex por 5 seg cada tubo.

10~ Se les incubd 10 min a 4 *C para permitir la separacién
de la hormona no unida al receptor <¢hormona libred.

11.- Se centrifugaron los tubos en una centrifuga refrigerada
(RC-5B Sourvall) a 3000 ppm (rotor HS-4 Sourvali) por 10
min a 4 *C.

12~ De cada tubo se tomo una alicuota de 250 pl del sobrena-
dante para contar [a hormopa marcada unida al recepter y
se coloco en un vial de conteo. El boton restante de car
bén-dextran se elimindé en una tarja con trampa de carbon
para desechos radiactivos.

13~ A cada vial de conteo se le adiclonaron 10 mi de Hquido
de centalleo.

14.~ Cada vial se agitéd por 15 seg en vortex.

15.- Finalmente se pusieron a contar en un contador de cente-
lleo liquido (Beckman LS-7500) durante 4 min para deter=
minar la cantidad de radiactividad por muestra, obteniép
dose los resultados del contador en cuentas por minuto
CCPMO.

En cada ensayo se adicionaron tres series de tubos testigo:

- Blancos de carbdn-dextrin. A estos tubos se les adicionaron
todos los reactivos ya mencionados, excepto el citosol o
nucleno. En vez de e¢lo, se les adicionaron 100 ul de solucién
amortiguadora de homogenizacién, y fueron puestos bajo las
mismas condiciones experimentales, también por duplicado. El
objetivo de estos tuboy fue el determinar la eficiencia de
arrastre de la hormona marcada por el carbénm-dextran.

- Blancox de cuentas totalex. Esta serie de tubos fueron

corridos bajo lazs mismas condiciones experimentalses que lowe



““tubos prcﬁlema La diferencia entre estos tubos y los
experimentales fue que en vez - de citosol se fex adiciond 100
wY de .tampbn do  homogenizacién, y en vez la solucion de
carben-dextran, se les adicionaron 250 1 de tampén de
Tris-HCL 10 mM, EDTA 18 mM, 2 Mercaptoetanc! 05 mM, pi 8.0
El fin de estos itubos fue el de verificar la cantidad y con~
centracidén final de hormons radisctiva adicionada para cada
concentracien,

- Blanco de cuentas de fondo. Finalinente se adiciono un vial
con 250 wl de tampsdn de homogenizacién y 10 md de ligquida de
centelleo, con ol fin de dataerminar Ia radiactividad
ambiental o de fondo. ) ’

b} Preparacién de Iz curva dosis-respuesta para el receptor

da progesterona.

Para la cuantificacién de los RePg se siguld la metodolo~
gta descrita por Pichon CI9773(79), la cual es muy semejante
a la empleada para RcE,. Cada ensayo se resalizd por duplica-
do entre 0 y 4 *C, 2 menos gque se indique lo contrarfo. El

procedimiento fue el sigulente:

1~ For cada utere se colocaron dos series de tubos de
vidrio., A una serie se le denomind UT {con RS020 radiacti
vo) y a la otra U {con R5020 radiactivo mis RS020 no ra-
diactive). Cadz serle constd de 8 tubos por duplicado.

2~ A los tubos de [a secie Ul se les adiclond 25 i de cada
une de los 8 puntos de ls promegestona (RS020) no radiac—
tiva de las siguientes concentracicnes: 04, 0.8, 1.4,
18, 35, 52, 7.2 y 8.8 M

3- A los tubos mencilonades en sl punto anterlor, junto con
los de la serie UT, se les adicionaron 285 pl de cortiscl
5 WM. con 8l fin de eliminar la unian inospecifica del
R5020 con la proteina qQue une corticosteroides <(CBG).

4.- A lax dos gorios de tubos se leos dojo a tempoeratura am-
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biehte por' 18 hrs (toda la noche) con &1 fin de  evaporar
el solvente (etanold en 2! gue se hallaban disueltos ba.n*

‘to. el R5020 mo radiactivo coma el cortisol Ei.objeu{'a
de ello fue el eliminar ol solvente.

5.~ Pasado este tiempe, a ambas series de tubos =& Jes

. adicions 25 ;1 de cada uno de los 8 puntes de
promegestona radlactiva en concantracionss crecientes de
2, 04, 7, 9, 17, 26, 37 y 44 nM. En los tubos de la se-
rie de Ul !la concentracién de R5020 no marcado radiacti-
vamente fue 200 veces superior a la de la hormona radiac
Liva. ’

6~ A eada Lubo se le adicionaren 100 4l de citesol

7.~ Todos los tubos se agitaren en vortex por 5 seg. i

B~ Se les incubs 2 hrs a 4 *C para los de citosol, o 4, 22
y 37 *C los del nucleo.

¢~ Pasado este tiempo se les agreguegaron 125 pl de solucisn
amortiguadora de glicerol al 40 %.

10~ Se zgitaron todos los tubas en vortex por 5 seg.

11.- De nuevo se les dejo incubar por otras dos hrs a 4 G,

12~ Posteriormente se les adicionaron 200 ul de carbkén, cu~
bierto con dextran.

13~ Todo= los tubes fuaron agitados en vortex por 5 seg y se
feg incubo por 10 min a 4 *C.

14~ Se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min a 4 *C en una cen
trifuga refrigerada.

15~ Del scbrenadante se Lomd una alicuota de 250 pl para con
tar la harmona marcada unida al receptor. Cada alicuota
se ceolocd en un vial de conteo de Uquide de centelleo.

16~ A cada vial de contes se lo adicionaron 10 m! de Liquido
de canteleo.

7.~ Se adicioné al {gual gque en los tubos de RCEI, un blanco
de earbén~dextrin para determinar la eficiencia de
arrasira de la hormona marcada no unida al receptor

18~ Tambien se adiciocno un blanco de cuentas totales y un
vial con sols tampén ecomo blance para determinar las
cuentas de fando.

19.~ Cada vial fue mezclado en vortax por 15 =meg.
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20.- Finalrr{ent.e, ‘se :pusiercn a ‘contar.en ur_\,,cont.adoi‘ 'de ,,‘c_e_n'
telleo lquido’ 4 min por cada muestra. 5

€ Calculos realizados con los datos obtenidos de’ cada Cetmva
4o dosis-respussta. e S Thom

Loxz resultados obtenidos del contador de contelleo fue an
cuentas por minuto (CPM), lLos datos de cada muestra fueron
loa wigulentow:

s£= CPM del blanco de las cuentas de fondo.

2~ Cuentas por minuto de los 8 puntos de unidn total (tu-
bos de la serie UT, es decir, con hormona radiactiva -~
sin hormona no radiactivad.

2.~ Cuantas bor minuto de los 8 puntos de unidn inespecifi
ca (tubos de la serie Ul, es decir, con hormona radiag
tiva mas hermona no radiactivad,

D~ Guentas por minuto de los 8 blancos de carbén~dextran
de la union total.

¥- CPM de los 8 blancos de carbdn-dextran de la unién i-

nespecifica.

A partir de estos datos, el procesamiento de los mismos fue el
siguyente (115):

1.~ Todos los valcres e:presades en CPM, se expresaron en
desintegraciones 6T minuto (DPM), empleando la siguiente
ecuacién:

DPM = (CPM/E)Do100

Donde "E" es el porcentaje de oficiencia con el cual es
contada cada muestra en CPM. Este valor es dado
automaticamente por el contador de centelleo

2.~ Con los valorés ya expresados en DPM, =e realizé Ilo
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 siguiente:

-

A-todos los datos seo les subsirajo los DPM del blanco
de cuentas de fonde, para eliminar este valor extra a
todos los datos experimentales. De manera esquemati-
ca el procedimiento seguido se puede ilustrar de la

s slgulente manera:

B = 4 (serie UT - blanco de cugcntas de fondod.

¥ = X (serie Ul - blanco de cuentas de fondod.

5 - £ (blancos de carbdn-dextrin de UT - blance de
cuentac de fondo).

3 -~ # (blancos de carbdn-dextrin de Ul - blanco de

cuentas do fondo)d.

Para obtener !a union real de la hormona radiactiva
al receptor Se procedié a restar al valor obtenido de
unién total y unién inespecifica sus correspondientes
blancos de carbén-dextrin, ya que de esta manera se
eliming a! valor en DPM de la hormona marcada que el
carbon-dextran no fue capaz de eliminar. El procedi-
miento seguido fue el sigulente:

B - 0 Las DPM dea los 8 puntes da UT de cada muestra
menos las DPM  de les 8 biancos de
carbdn~dextrdin para UT.

£ - 8 Las DPM de los 8 puntos de Ul de cada muestra
menos las DPM de les 8 blancoz ce

carbdn-dextrin para UL

A los resultades en DPM de cada substraccidén se les
denomind de la siguiente manera:

8- ==
€~ ¥ =¥ -

Ui~ Posteriormente los resultados entre unién total

CUT o 2> y unién inaspecifica (Ul o 9 se substra-
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3.~

g

“~jeron ‘con el fin' de obtener ~la: --uni6n rea.lo
especifica . (UEY de lia hormon:a x\ad.xactiva_ €2). La

ecuacion es la sigulente:

" Uplén inespecifica

Unién especifica = Union-Total!

Los ‘datos de. UE. en’ DPM sa 'expmsara
mediante la s!gu:lente Ml.adén. §

e

©. 222 x10% DPM = 1 % 107

por lo Lan'b-o:,
s
UE <(DPM> & 1 x 10 «Ci>

UE ¢Ct) =
’ 222 x 10° <P

Los ocho datos de UE expresados en Ci se expresarcn en
unidades de concentracién C(moles) empleando la sigulente
relacién:
1ix 10—' moles de hormona marcada = Actividad especifica
de la hormona radiactiva.

em decir:

Actividad especifiza para e! 17 f~estradiol radiactivo =
45.6 Ci 7 mmol

Actividad especifica para el R5020 radiactivo = 82.0 Ci/nmol -
por lo tanto:

UE (Ci> # 1 x 10 ° Cmold
UE (mold =

Actividad especifica <Ci>
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5~

6.-

En cada vial de contec se colocd ‘para la. ‘l;'ua‘n_t;i't-“i_ca_dﬁp :
del receptor de estradicl y  de progésley-&gn._a ~ 250 : ‘En -
lo= tuﬁéé de reaccidn, el kvo!l,;."non'r"t:iné‘l' 41‘!.:‘97"‘ .dé'»‘é’a’ﬁ 1 :Pé"' -
ra eSt"t-ad.lol: R wT

.25 ul de’ horhbﬁ'afm-axj:éda“ o o
100 ) de citosol © fracgién nuslear
250 pl de carbén~dextran

para progesterona el volumen fue de 450 pl:

25 pl de hormona marcada

100 4l de citosel o fraccion nuclear

125 ul de solucidn amortiguadora con glce
rol al 60 %

200 i1 de carbén~dextran

Esta diferencia en el volumen total de reaccién con
respecto al volumen colocado en cada vial da conteo se
tomd en cuenta para determinar la radiactividad total en
cada tube de reaccién. Para ello, se multiplfcd la
UE <mold por los sigulentes facteores:

para E, UE (mol> = 15
para Pg UE {(mol> = 1.8
El resultado de UE fue expresado en moles, el cual final-

mente se dividié entre la concentracion de proteina en el

medio de reaccidn, expresada en mg~sml:

UE (mol> ~ Iproteina en 100 pl do citosol o nucleol Gngsmi>

Con elio se establecio la concentracién total de recep~
tores por muestra, la cual se expresé en femtomoles/mg de

proteina o™ 7 molessmg de proteinad.
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‘Se- tomo l:omo resultado pcsit.ivo un valor de concem.rac‘.ié'
: “de REz -] Rps 210 femtomeles/ mg .de prowtna (79,101).
"8~ Toda 'la serie  de - calculos va expuest.os Se - pueden resumh"'

de 'la si;tdent.e manera:

RE,
110 8- Ct 110”3 mol 1
fmoless = UE (DPM> = 15 = - - — &’
mz prot. 222%10% DPM 45.6 C( {protl
. RPg .
s f s .
L 110 Ci - 1810 mol 1
fmoles/ = UE (DPM) = 18 & < . — . —
mg ptot. 2.22x10° DPM 82 Ci [prot}

donde prot.= proteina.

d) Graficas de Saturacion 3 Graficas de Scatchard,

La ¢grafica de saturacién se construyé colocando en el
eje de las ordenadas (Y> la concentracién de la hormona unida
(UE>, expresado een femtomoles/mg de proteina <(fmoles/mg
prot), y en el eje de las absisas (X)) la hormona no unida al
raceptor o libre expresada en nano molar (nM). Esta «¢ltima
{la hormona libre) =se obtuvg substrayende Ia hormona
radiactiva colocada para cada concentracién <(blancos de
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cuentas totales) menos la hormona unida 2):
' Hormona libre = Hormona total - Hormona unida

En la grafica de la figura 22 se observa la construccion
tipica de una grafica de saturacién, en ia cual el
comportamients dosis-respuesta alcanza una meseta conforme
aumenta la hormona libre. La meseta es el numeroc maximo de
sitios receptores (N> y representa la saturacion de los
mismos por hormona, y la mitad de la cantidad necesaria para
la maturacién eom igual a la constante de disociacién (Kd>
(2). Esta curva de saturacién no es uUtil para poder obtener
los parametros de unibn N C(concentracién total de recepteresd
y Kd (Kd = 1/Kad ya que su construccion requiere una cantidad
apreciable de numeros experimentales y el valor asintético N
no es determinable de manera practica experimentalmente, por
tal motivo, &e prefiere lnearizar la ecuacion de la misma y
de manera mas simple interpretar dichos parametros. Ecua-
ciones como las de Linewegver-Burk, Wilkinson y Scatchard
(2) se representan formas alternas de la reordenacidén de la
grafica de saturacién y obtener curvas de tipo lineal La
grafica de Scatchard es la mas empleady para describir las
interacciones hormona-receptor €1156,117)(figura 23), en la
cual la pendiente de la linea recta es lgual a ~Ka y extrapo-
lando en el eje de las absisas hasta que la recta corte dicho
eje (es decir, hasta que ¥ = 0) se obtiene un punto correspop
diente al numero de total de receptores (N)(2,91).

La grafica de Scatchard se construyd colocando en el eje ¥
@l cociente de la hoermona unida entre la hormona libre
(UE/HL) para cada una de las 8 concentraciones de hormona
radiactiva ompleada, Yy en el ejae de las X la hormona unida
(UEY(2,94,117).
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HORMONA
UNIDA

.wjz

FIGURA - 22.

(LE/HL)

HORMONA LINIDA
HORMONA LIBRE

- HORMONA LIBRE

Curva de saturacién, doende se observa en las
ordenadas la hormona unida y en las absigas 1a
hormona Mbre. El punto N corresponde a la
saturacion del receptor por la hormona, vy Kd es la
cantidad de hormona lbre necesaria para ocupar
el 90% de los sitiow receptores (Calandra, 19802
2).

~,

b
N {(numarc totsl ce receplores)
HORMONA UNIDA (UE)

FIGURA 23. Orafica de Scatchard (117).



Para obtener la recta mas representativa y equidistante de
cada uno de los puntos experimentales se determino la
ecuacidn de la recta mediante regresisn llneal, tomando come
valor del coeficlente de correlacién como minime de 09 Crx
0.9). Los valores obtenidos de pendiente (-Ka)d u ordenada al
origen se substituyeron en la ecuacién de la recta:

UE/HL = - Ka M > » UE (M> + b

donda: .
Ka: Constante de asoclacién = 1/Kd; donds Kd.; Con_s_ i}
tante de disociancion,
UE: Hormona unida especificamente al receptor, ex—
" presada en fmoles/mz proteiha o en mc;lér.i;.i;ad._
b: Ordenada al origen de la recta, )

Extrapolande la recta hasta cortar e! eje de las absisas, es
decir, hacsta que UE/HL a 0 se obtuvé la concentracion total’

de receptores, por lo tanto:

Si UE/HL = 0; entonces

O ~Ka s YUE + b =wo

&) UE » -b/-Ka, y esto es = b/Ka = nimero total
de sitios receptores N

Con ello se determinaron los datos de Ka, Kd y K.
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