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Abreviaturas empleadas. 

9 gramos

Ág
microgramos ( 10~ 6 gramos) 

p9
picogramos ( 10- 12 gramos) 

1 litros

Ll mícrolitros ( 10- 6 litros) 

min milímetros

nm nanometros ( 10 - 9 metros) 

xg fuerza gravitatoria

Ci curies

11 molar

mM milimolar

mA miliamperios

D. 0. densidad óptica

C. V. coeficiente de variación

B. P. banda principal

P. M. peso molecular

U. V. luz ultra violeta

RIA radioinmunoanálisis

pp 0 2, 5 difenil oxazol

POPOP p- bis( 2, 5 fenil oxazolil) 

Tris hidroxi metil amino metano

TEMED N, N, N1, NI, tetrametil etilendiamina

TCA ácido tricloroacético

EDTA etilen diarino tetracético, sal dis6dica

ASB albúmina sérica bovina
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EGPA electroforésis de disco en gel de po- 

liacrilamida

ACTH hormona adrenocorticotr6pica

FSH hormona foliculo estimulante

LH hormona luteinizante

T 3 H testosterona 1, 2 tritiada

DHT 3 H dihidrotestosterona 1, 2 tritiada

A 3 H androstendiona 1, 2, tritiada

CBG globulina transportadora de cortisol

TeBG globulina transportadora de testoste- 

rona
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Muchas de las funciones del organismo humano están

reguladas por hormonas. Las hormonas son mensajeros químicos

que modulan actividades metab6licas especificas en tejidos di, 

ferentes a aquellos en los que se forman. Existen diferentes

tipos de hormonas y de acuerdo con su estructura química se - 

pueden formar grupos como los siguientes: hormonas protéicas, 

CACTH, FSH, insulina, etc.), hormonas esteroideas, ( cortisol, 

progesteronay etc.), catecolaminas, ( adrenalina, noradrenali- 

na , etc.), hormonas oligopeptídicas, ( hormonas liberadoras), 

y algunas otras ( como triyodotironina, etc.), que forman gru- 

pos reducidos. 

Dentro del grupo de las hormonas esteroideas se en- 

cuentran dos subdivisiones principales: aquellas producidas

en la corteza de las glándulas suprarrenales, 
conocidas como
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corticoides y las formadas en las glándulas sexuales, 
que co- 

múnmente se conocen con el nombre de estr6genos, las femeni"- 

nas, y de andr6genos, las masculinas. Con los trabajos de -- 

Greep, Fevol y Hisaw ( 1, 2) en 1936 sobre los efectos de las

hormonas hipofisarias gonadotr6ficas FSH y LH en la regula— 

ci6n de la funci6n testicular en ratas, empezó a crecer el - 

interés por los andr6genos y su actividad biológica.. La ac- 

ci6n de LH en la espermatogénesis parece consecuencia de la

estimulaci6n de la síntesis de testosterona por las células

de Leygig, mientras que FSH es necesaria para el mantenimien- 

to de la espermiogénesis, sin embargo sus efectos pueden ser

minimizados y aún bloqueados por el acetato de ciproterona, 

que es un " anti- andr6geno", lo que indica que la acción de - 

FSH y LH va unida, o mejor dicho, es mediada a través de los

andr6genos. ( 3). 

Estos esteroides han sido muy estudiados y actual- 

mente conocemos su biosíntesis en el testículo ( fig. 1), así

como su catabolismo en el hígado ( fig. 2), ( 4), y su modo de

acci6n en los 6rganos blanco. 

Para que las hormonas puedan afectar a los tejidos

blanco, requieren llegar a ellos, y por lo tanto, existen -- 

transportadores hormonales en la sangre como CBG y TeBG ( 5, 6), 

y en algunos líquidos corporalescomo el líquido seminal. 
Se ha propuesto un mecanismo de acción de la -s hor- 

monas adrenales al actuar sobre su tejido blanco ( 7), en una

forma que parece aplicable a todas las hormonas esteroideas, 

siendo ésta la siguiente: 
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BIOSINTESIS DE ANDROGENOS EN TESTICULO
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1.- Iniciación de la respuesta por la unión del - 

esteroide a un sistema receptor protéico especifico en el ci- 

toplasma del tejido blanco, por lo que la palabra receptor -. 

se aplica a las proteínas que presentan una gran afinidad es- 
tereoespecífica por determinada hormona, tanto en el citaplas

ma como en el núcleo de las células blancos

2.- Interacci6n del complejo receptor -hormona con

el genoma produciendo una desrrepresi6n de la transcripción, 

con lo cuál se obtiene una inducci6n de la síntesis de protel
nas , y

3.- La expresión propiamente dicha de los efectos

fisiol6gicos por la presencia de las proteínas inducidas. 

En todos los tejidos. que responden a esteroides es- 

tudiados hasta la fecha, la hormona se ha encontrado unida - 

no- covalentemente a macromolécúlas protéicas específicas. 

Estos receptores han sido objeto de una investigación inten- 
siva en muchos laboratorios. Liao ( a), ha obtenido eviden— 

cias de que los receptores citoplásmicos para los andr6genos

tienen un papel fundamental en la acción biológica de los inis

mos, al mostrar una gran relación entre la acción biológica

de varios andr6genos sintéticos y. su afinidad de unión con
los receptores citopiásmicos del tejido

prostático. Se cree

que la retención de los complejos hormona -receptor en los nú- 
cleos estimula la síntesis de un mRNA

específico, que a su - 

vez regula la síntesis de proteínas en el
citoplasma. Los - 

complejos receptor -esteroide pueden influenciar procesos como

la activación de la RNA- polimerasa, 
inactivar represores y - 
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alterar el proceso de transcripción de RNA. 

Los receptores de hormonas esteroideas se han estu- 

diado en varios tejidos, como por ejemplo: en endométrio nor- 

mal y en carcinoma endometrial para progesterona ( 9), recepto

res de estr6genos en hipotálamo y utero de hainster ( 10), re— 

ceptores para estrógenos en tejido de glándula mamaria normal

y neoplásica de ratón ( 11), receptores de andrógenos en epi- 

dídimo de mono rhesus ( 12), en testículo ( 13), y próstata de

ratas ( 14). 

Puesto que la especie humana es unisexual, el pro- 

ceso de reproducción se lleva a cabo mediante la unión de las

células germinales masculina y femenina, por lo tanto, los - 

procesos de ovulación y espermatogénesis son de gran impotan- 

cia, ya que de ellos depende la continuidad de nuestra espe- 

cie y tal vez, el mejoramiento de sus características. 

Dado que la próstata es el tejido en el que se efec

tu6 nuestro estudio, haremos una breve descripción de la mis- 

ma: la próstata es una glándula que suele describirse compa- 

rándola a una castaña, por su forma y su volumen, pero es más

estrecha en la parte inferior. Rodea a la uretra cuando sale

de la vejiga. Está rodeada de una cápsula delgada de tejido

conectivo y fibras musculares lisas. El tejido de la pr6sta- 

ta es un parénquima constituído por tres tipos de glándulas

situadas más o menos concetricamente al rededor de la uretra. 

La próstata secreta una substancia alcalina y acuosa que for- 

ma la mayor parte del líquido seminal. Su alcalinidad ayuda

a proteger a los espermatozoides del medio ácido de la ure- 
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tra masculina y la vagina femenina, protegiendo as¡ su movili

dad

Los objetivos de éste trabajo son averiguar si en n

la próstata normal humana existen receptores para andrógenos, 

similares a los reportados en otras especies, así como a los

receptores para estrógenos encontrados en el tracto genital

femenino. Caracterizarlos en cuanto a algunas de sus propie- 

dades físicas y químicas, y en sus propiedades de unión a los

andr6genos. 
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1.- MATERIAL BIOLOGICO. 

Las próstatas fueron obtenidas de pacientes cuya - 

muerte no hubiera sido causada por afecciones de las vías ge- 

nitourinarias y fueron escogidas de manera que no presentaran

hiperplásia , hipertrofia o algún tipo de infecci6n. La edad

de los pacientes fluctuó entre los treinta y sesenta aftos. 

2.- MATERIAL QUIMICO. 

Para las electroforésis se utilizaron los siguien- 

tes reactivos de Merck: acrilamida, bisacrilamida, alanina, 

glicina, hidróxido de potasio, persulfato de amonio, ribofla

vina, sacarosa y ácido tricioro acético; 

de Eastman N, N, N', N',- tetrametil etilendiamina ( TENIED); 

de Ylonterrey S. A. ácido acético glacial; 
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de Sigma Ch. Co. : hidroximetil- amino- metano, sal sódica; 

de Dade llarleco: ácido clorhídrico, azul de metileno; 

de Carlo Erba: azul de bromofenol; 

de Matheson Coleman  Bell: carbón activado Norit A; 

de Pharmacia: dextrán T 40; 
las proteínas albúmina sérica bovina ( ASB), ( P. M. 67, 000), 

ovalbúmina ( 45, 000), citocromo C de corazón de caballo ( 12, 

400), quimotripsinógeno A de páncreas de res ( 25, 000), apo- 

ferritina de caballo amorfa ( 480, 000), mioglobin4 de músculo

de ballena ( 17, 800) y globulinas humanas ( P. M.. promedio 160, 

000) utilizadas en la estandarizaci6n de la electroforésis

de disco en gel de poliarilamida se obtuvieron de los labo- 

ratorios Mann Research. 

Para las incubaciones se utilizaron los esteroides

radiactivos T 1, 2- 3H, DHT 1, 2- 3 11 y A 1, 2- 3 H con actividad
específica de 40 Ci/ mM, fueron obtenidos de New England Nu- 

clear Co. 

Los esteroides no radiactivos; testosterona, dihidro

testosterona, androstendiona, dehidroepiandrosterona, estro- 

na, estradiol, progesterona, 17- hidroxiprogesterona, corticos

terona y cortisol se obtuvieron de Steraloids Inc. siendo re - 

cristalizados antes de su uso. 

Disolventes como: éter etílico, metanol, benceno, 

acetato de etilo, cloruro de metileno y tolueno en grado ana- 

ltico fueron destilados antes de su uso. 

Se utilizaron cromatoplacas de sílica gel con fluo- 

rescencia a 254 nm. y con 0. 25 mm. de espesor de E. IMerck. 



Los anticuerpos anti -testosterona, anti- dihidrotes

tosterona, y anti- androstendiona fueron obtenidos en nuestro

laboratorio. 

Para la solución de centelleo se utiliz6 2, 5 dife- 

niloxazol y p- bis( 2, 5 fenil oxazolil) benceno de grado cente- 

lleo de Amersham en una concentración de 4 g. y 0. 05 g. res.- 

pectivament por litro de tolueno. 

3.- EQUIPO. 

Se utilizó una cámara de electroforésis con su fuen

te de poder y unidad refrigerante de Buchler Instr. Las -- 

centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuca Damon

IEC modelo PR - 6000. Para la determinación de proteinas se

utilizó un' espectrofot6metro Beckman DK - 2A. Para el ajuste

de pH a las soluciones, se emple6 un potenci6metro modelo

3550 de Beckman. La radiactividad fue evaluada en espectró

metro de centelleo liquido de Packard Instr. modelo 3320. 

Se emplearon balanzas Mettler modelo P- 120, L y B; 

agitadores por vibraci6n Super Mixer, agitadores magnéticos

max/ mix de Precision y un horno de presi6n reducida Thelco - 

modelo 19. 

Para las homogeneizaciones se utiliz6 un homogenei- 

zador Virtis de Research Equipment. 
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1.- HOMOGENEIZACION. 

Las próstatas, perfectamente lavadas con solución

Ringer fueron pesadas. Posteriormente se limpiaron del teji

do conjuntivo y tejidos adyacentes que pudieran tener y se - 

pesaron nuevamente. De cada próstata limpia se cortó una - 

porción representativa de aproximadamente 5 9. tomando en - 

cuenta la descripción anatomo- histológica que ya fue mencio- 

nada. 

El corte de próstata se colocó en un vaso de preci- 

pitados, se le adicionaron 5 ml. de sol. Ringer y se cortó - 

en trozos pequeños con tijeras de disección. 
Inmediatamente

se le agregaron 20 ml. más de Ringer para homogeneizar. 

Después se adicionaron 25 ml. más de sol. Ringer

con lo que se obtuvo un homogeneizado al lo% peso/ volumen. 
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Todas las muestras fueron centrifugadas a Z, 200xg. 

durante 15 min. y los sobrenadantes se almacenaron en alícuo- 

tas de 5 ml. que fueron congeladas hasta su utilizaci6n. 

Cada muestra fue etiquetada, " homogeneizado", con las claves

p 1 a P 8
El procesamiento de las muestras fue realizado a VC. 

2.- DETERMINACION DE PROTEINAS. 

Las proteínas fueron determinadas cúantitativamente

mediante el método de Lowry ( 15). 

Se hicieron lectiras a 660 nm. y 770 nm. para com- 

probar la exactitud de las mediciones a las diferentes longi- 

tudes de onda. Para esto se prepara una curva tipo de ASB

en concentraciones crecientes en intervalos de 10 g. hasta
54

100

Para la determinaci6n de las muestras se hicieron

diluciones de los homogeneizados hasta 1: 100 con el objeto

de que algunas de las diluciones quedaran dentro del rango

de sensibilidad de la curva patr6n. 

3.- ESTANDARIZACION DE LA ELECTROFORESIS DE DISCO EN GEL DE

POLIACRILAMIDA. ( 16). 

Se utilizaron las siguientes proteínas " puras" quí- 

micamente: ASB, citocromo C, quimotripsin6geno, apoferriti- 

na, mioplobina, ovalbúmina y globulinas gamma humanas. Se

prepararon soluciones de mg/ m1 y se probaron 50 / 1g. y 100/ Ug. 
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de proteína por gel. Se relizaron desarrollos con O. S, 2 y

5 mA por tubo. Las proteínas se desarrollaron solas y en mez

clas, en dos tipos de electroforésis. 

La EGPA ácida se aplica a proteínas básicas, las

concentra a pH 5 y las separa a pH 3. 8 . 

La EGPA básica, por el contrario, se aplica a pro- 

teínas ácidas, las concentra a pH 8. 3 y las separa a pH 9. 5

Los reactivos empleados fueron los siguientes: 

EGPA ácida

Reactivo No. 1

KOH 48. 0 ml. 

Ac. acético glac. 17. 2 ml. 

TEMED 4. 0 ml. 

Se ajusta el pH a 4. 3 con

HC1 conc. y se afora a 100

ml. 

Reactivo No. 2

Acrilamida 30. 0 g

Bisacrilamida 0. 8 g

Se afora a 100 ml. 

Reactivo No. 3

Persulfato de amonio . 28 g

Se afora a 100 ml. 

Reactivo No. 4

KOH 1N 48. 0 ml. 

EGPA básica

Reactivo No. 1

HCI 48. 0 ml. 

Tris 36. 6 ml. 

TEMED 0. 23ml. 

Se ajusta el plí a 8. 9 con

HC1 conc. y se afora a 100

ml. 

Reactivo No. 2

Acrilamida 30. 0 g. 

Bisacrilamida 0. 8 g. 

Se afora a 100 ml. 

Reactivo No. 3

Persulfato de amonio 0. 28 g. 

Se afora a 100 ml. 

Reactivo No. 4

HC1 1N 48. 0 ml. 
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Ac. acético glac. 2. 87 ml. 

TEMED 0. 46 ml. 

Se ajusta el pH a 6. 7 con HC1

concentrado y se afora a 100

MI. 

Reactivo No. 5

Acrilamida 10. 0 g. 

Bisacrilamida 2. 5 g. 

Se afora a 100 mI. 

Reactivo No. 6

Riboflavina 0. 004g. 

Se afora a 100 ml. 

Amortiguador para la cámara: 

palanina 31. 2 g. 

Ac. acético glac. 8. 0 MI. 

Se ajusta el pil a 5 y se afo

ra a 1000 ml. Para utilizar

se se diluye 1: 10

Tris 5. 98 g. 

TEMED 0. 46 ml. 

Se ajusta el pH a 6. 7 con HC1

concentrado y se afora a 100

MI. 

Reactivo No. 5

Acrilamida 10. 0 g. 

Bisacrilainida 2. 5 g. 

Se afora a 100 ml. 

Reactivo No. 6

Riboflavina 0. 004g. 

Se afora a 100 ml - 

Reactivo No. 7

Sacarosa 40. 0 g. 

Se afora a 100 ml. 

Amortiguador para la cámara: 

Tris 6. 0 g. 

Glicina 28. 8 g. 

Se ajusta el pH a 8. 3 y se - 

afora a 1000 ml. Para utili

zarse se diluye 1: 10

Cada tubo de electroforésis estaba compuesto por - 

tres secciones denominadas: gel muestra, por ser el gel en - 

el cuál estaba contenida la muestra, gel espaciador, debido
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a que las características del gel ( T= 5. 0 y C= 2. 5), permi

ten que las proteínas se ' lorganizen" en cuanto a peso mole- 

cular y carga; y el gel separador ( T - 7. 7 y C = 2. 5), que

es el gel en el cuál las proteínas migTan a una velocidad x

dependiendo de sus características fisicoquímicas. 

La formulaci6n de las geles fue la siguiente: 

EGPA ácida

Gel separador

1 parte del reactivo No. 1

2 partes del reactivo No. 2

4 partes del reactivo No. 3

1 parte de agua

Gel espaciador

1 parte del reactivo No. 4

2 partes del reactivo No. 5

1 parte del reactivo No. 6

4 partes de agua

Gel muestra

1 parte del reactivo No. 4

2 partes del reactivo No. 5

1 parte del reactivo No. 6

2 partes de agua

E -GPA básica

Cel separador

1 parte del reactivo No. 1

2 partes del reactivo No. 2

4 partes del reactivo No. 3

1 parte de agua

Gel espaciador

1 parte del reactivo No. 4

2 partes del reactivo No. 5

1 parte del Teactivo No. 6

4 partes del reactivo No. 7

Gel muestra

1 parte del reactivo No. 4

2 partes del reactivo No. 5

1 parte del reactivo No. 6

2 partes del reactivo NO. 7

Los reactivos námeros 1 y 4 de ambos tipos de EGPA

son utilizados como amortiguadores en el gel-, los números - 
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2 y 5 son los que dan la
consistencia al gel, es decir, su ta

maño de poro; los reactivos número 3 y 6 son los catalizado- 

res de la polimerizaci6n, el número 3 es un catalizador quí- 

mico y el número 6 es un
fotocatalizador. El reactivO húm2_ 

ro 7 de la EGPA alcalina se utiliza como protector de las -- 
proteínas. 

Cómo ya se mencionó, las concentraciones de acril- 

amida y bisacrilamida utilizadas en el gel separador produ— 
cen un gel al 7. 71 con un

entrecruzamiento del 2. 51. Este - 

gel fue empleado por considerar el tamaño del poro adecuado
a las necesidades del experimento. 

La manera de calcular e- 

sas concentraciones fue la siguiente: 

T
acrilamida + 

bisacrilamida
C . 

bisacrilamida X 100

100
T

Para ambos casos de EGPA , los tubos en los que se

realizó el desarrollo electroforéticO se llenaron con 1. 5 M1 - 
de la solución del gel separador y se estratificó agua en la
parte superior del gel para que éste adquiriera una superfi- 

cie plana, 
aproximadamente 20 min. después, se consideró que

la gelificaci6n se habla realizado, 
se quitó el agua y se en

juagó con solución del gel espaciador, 
una vez seco el tubo

se agregaron loo Li. del gel espaciador y se trató de la mis

ma forma que el separador para o tener la superficie superior
plana. Debido a que éste gel tiene como catalizador ribofla

vina se expone a la luz durante 15 minutos. Una vez termi- 

nada la gelificaci6n se seca, se agrega la muestra y sobre
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ella el gel muestra. Para obtener el mismo efecto de la su- 

perficie plana se le puso una perlita de agua y se colocó

nuevamente a la luz para efectuar la fotopolimerización. 

Los tubos fueron colocados en la cámara superior, 

en la inferior se tiene la solución amortiguadora que se man- 

tiene a 4* C. debido al agua de refrigeración que pasa a tra- 

vés de la doble pared de la misma. La cámara superiro se - 

cubre con la misma solución buffer. Es de hacer notar que - 

mientras más superficie de los tubos esté en contacto con el

amortiguador frío menos variaciones de temperatura habrá en

el gel durante el desarrollo de la electroforésis. Esto se

muestra esquemáticamente en la siguiente figura: 

MIN

zs

Para poder observar el desarrollo de la electrofo- 

résis se agregaron unas gotas de soluci6n alcoh6lica de azul

de bromofenol al 0. 0011 en el caso de EGPA alcalina y de so- 

luci6n acuosa al 0. 005% de azul de metileno en el caso de - 
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EGPA ácida; estas soluciones nos indican el avance del frente

iónico. 

Para la estandarizaci6n se utilizaron SO^ 1. y 100

1. de soluciones de proteínas puras en una concentración - 

de mgJml. Se realizaron desarrollos utilizando O. S, 2 y 5

mA por tubo a 4* C. y llevando el frente i6nico entre 3 y 5 = a. 

del borde inferior del tubo. La fijaci6n de las proteínas

se hizo mediante su precipitación en TCA al 101 durante 60 - 

minutos. Para la tinción de las mismas se ensayaron concen- 

traciones del 11 y 0. 11 de Negra de Amido en ácido acético

al 7% en tiempos de 1 a 24 hrs. Para la decoloración del - 

gel se utilizó ácido acético al 71 en cambios sucesivos hasta

obtener un fondo transparente. 

Una vez establecidas las condiciones de desarrollo, 

se hicieron electroforesis de prueba con la muestra incuba- 

da con el esteroide rediactivo, para lo cuál se prepararon

las siguientes: 

4.- INCUBACIONES. 

En tubos de 10 x 75 mm. se pusieron aproximadamente

4 x 10 5 dpm de DHT 3 H , y en otros tubos T 3 H. 
Se evaporó a sequedad, pues el esteroide se encon- 

traba en solución alcohólica, y se agregaron 500 ti. del ho- 

mo.aeneizado. Se incubaron a CC. durante 18 hrs. Al ter- 

minar el periodo de incubación se adicionaraón 100 kl. de una

suspensión de 0. 125 g. de carbón activado y 0. 125 g. de dex- 

trán T 40 en 190 mi. de agua, y se centrifugó a IO* C. durante
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15 min. a 2, 200 xg. Del sobrenadante se tomaron 100 Ll. - 

para cada gel. 

Una vez terminada la electroforésis, se sacaron - 

los -geles de los tubos, se midieron las distancias migradas

por el frente iánico y las bandas visibles. Cada muestra

fue corrida por duplicado. Uno de los geles fue teñido y el

otro congelado para cortarlo " en rebanadas" homogeneas. Las

rebanadas fueron colocadas, una por una, en viales de conteo, 

se les agreg6 5 mI. de líquido de centelleo y se contó la ra- 

diactividad presente. La eficiencia del corte de los ge- 

les y la eficiencia de conteo fue calculada mediante la pre- 
paraci6n de los siguientes geles: se preparó solución de - 

gel espaciador a la que se le adicionó esteroide marcado en

cantidad suficiente para obtener 4 x 10 3 dpm por rebanada. 

Se prepararon tres geles de los cuales uno se cortó inmedia- 

tamente después de haber terminado la electroforésis, otro

se rodó sobre hielo seco y fue cortado, el tercero fue cong1

lado durante dos horas y posteriormente cortado. 

S.- RADIOINTfUNOANALISIS. 

A cada homogeneizado se le efectuó una determinación

cuantitativa de testosterona, dihidrotestosterona y androsten

diona, mediante radioinmunoanálisis. 

Se tomaron 1 y 2 m1. de alícuota de cada homogenei

zado y se le agregaron 4 x 10 3 dpm de testosterona, dihidro- 

testosterona y androstendiona, 
tomandose las mismas alícuotas

de radiactividad en viales de conteo para cada esteroide, con
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lo cuál se obtuvo el control de radiactividad puesta y poder

corregir, al final, las pérdidas ocurridas durante el proce- 

samiento de las muestras. Para la extracción de los esterol

des se agregaron, a cada muestra, lo ni. de éter etílicO, - 

5 . e congeló la fase acuosa en una mezcla de hielo seco - acetona, 

se decantó la fase orgánica y se evaporó a sequedad bajo co- 
rriente de aire en baño de agua a 30* C. 

El residuo obtenido se resuspendi6 en una mezcla - 

de éter etílico- metanol 2: 1 y se aplicó en una cromatoplaca

de sílica gel que previamente fue desarrollada, 
en forma as- 

cendente, con una solución metan6lica de EDTA 2mM y posterior

mente en éter etílico; una vez aplicada la muestra se corrió

en benceno- metanol 95: 5 dos veces. Se aplicaron así mismo

2,& g. de cada esteroide para utilizarlos como referencias. 

Una vez desarrollada la placa se revelaron los patrones de - 
testosterona y androstendiona con luz U. V. y la d . ¡hidrotestos

terona mediante la reacción de Zimmerman. 

Se marcan las zonas correspondientes a los esteroi- 

des y se desprende la sílica en un
área de 1 cm. hacia arriba

y hacia abajo de la marca. El desprendimiento de la sílica

se realizó mediante succión a través de una pipeta Pasteur
previamente empacada con fibra de vidrio. 

Los esteroides fueron cluídos de la sílica gel me- 

diante 1. 1 mi. de éter- metanol 9: 1 y del eluído se tomaron

dos alícuotas: una para recuperación que fue transferida a - 

un vial para conteo de radiactividad, con lo cuál se obtie- 

nen las pérdidas del trazador durante la extracción y la pu- 
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rificación; y la segunda alícuota se colocó en untubo de eRsa

yo y se evaporó a sequedad para proceder al análisis. 

Para efectuar el análisis fue necesario preparar - 

curvas patrón de cada esteroide por cuantificar. Se pusie- 

ron los siguientes puntos: 0 pg- , 5 Pg., 10 Pg-, 25 P9— 

So pg. , 100 pg., 250 pg., SOO pg., l000pg., y 2SOO pg. de

cada esteroide por triplicado. Estos esteroides no son ra- 

diactivos. Los anticuerpos contra cada esteroide fueron di- 

sueltos en una proporción de 1: 8, 000 con una solución amorti- 

guadora de fosfatos 0. 25NI conteniendo azida de sodio y gelati

na, ambas al 1% y con un p1i de 7. 0 A estas soluciones se

les agregó, aproximadamente, 4 x 10 4 dpm del esteroíde radiac

tivo correspondiente por cada 500 ^ 1. de solución, que es la

cantidad que se agregó a cada tubo, fuera de muestra o de la

curva. Los tubos se agitan 1 minuto y se incuban a CC. du- 

rante 18 hrs. 

Después de la incubaci6n se les adicionó 100, 01. 

de una suspensión de carbón- dextrán, se agitaron, se centrifu

garon durante 15 min. a 650 xg., el sobrenadante se decantó

a viales de conteo, se adicionó el líquido de centelleo y se

contó la radiactividad presente. 

Con los resultados obtenidos del espectrómetro de

centelleo líquido, se calcularon los porcentajes de unión de

las curvas de referencia y en ellos fueron interpolados los

datos de las muestras, obteniéndose una cantidad en masa que

fue corregida con los datos de la alícuota de recuperación

para obtener la masa la masa inicial total presente en la a- 
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licuota del homogeneizado. 

6.- FRACCIONAMIENTO SALINO. ( 17). 

Se preparó una poza con todas las muestras para e- 

fectuar un fraccionamiento de las proteínas por medio de una

precipitación con sulfato de arionio, para ésto se adicionó el

sulfato en cantidades tales que sus concentraciones finales

aumentaran en intervalos de 51 desde 0 a 100% de saturación. 

La poza de homogeneizados fue colocada en un baño de hielo Y

para cada concentración se agitó hasta la total disolución

del sulfato de amonio y treinta minutos más para lograr la

máxima precipitación. 
Inmediatamente fue centrifugada a

2, 200 xg. durante 15 min. y a 4* C. El paquete, de PTOteínas

precipitadas que se obtuvo por este procedimiento fue resus- 

pendido—en un mi. de solución salina 0. 015M de pH 7. 4 . 

Cada fracción fue dializ ada contra solución Ringer pIl 7. 4

7.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LA PROTEINA. ( 18). 

Para determinar la concentración de sitios activos

de la proteína se preparó una incubación de 100^ 1. de la pa

za de homogeneizados con cantidades variables de radiactivi- 

dad, ( de 4, 000 a 3, 200, 000 dpm), se trató con la suspensión

de carbón dextrán y se centrifugó 15 min. a 2, 200 xg. a 40C. 

8.- DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD. ( 19). 

Se incubaron 40, 090 dpm de D11T 3 11, 200 pg. de dihi- 

drotestosterona no marcada, 200 pg. del esteroide a probar y

2S - 



500 ? l. del homogeneizado. Se trat6 con la suspensi6n de

carb6n- dextrin. 
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Durante la estandarización del método de determi- 

nación de proteínas se hicieron lecturas a 660 y 770 nm. co- 

mo lo indica el artículo original. No se encontraron dife- 

rencias estadísticamente significativas, por lo que para las

muestras se realizaron determinaciones sólo a 660 nm. La va

riación máxima de la curva patrón fue de 41, la pendiente de

la misma al expresar la concentración de proteínas con respec

to a la densidad óptica fue de 200. 38 ^ g./ D. 0. con un coefi- 

ciente de regresión 0. 9984 considerando todos los puntos. 

Las diluciones cuyas lecturas quedaron dentro de los limites

de sensibilidad de la curva fueron 1: 10 y 1: 100. Los resulta

dos se muestran en la siguiente tabla y las curvas en las fi

guras 3 y 4
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Cuantificación de proteínas. 

Método de Lowry, lecturas a 660 nm., curva patrón de ASB de

10 a 100, ag., coeficiente de variación máxima 4%, coeficiente

de regresión 0. 9984. 

Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra¡ 

p 1 p 2 p 3 p 4 p 5 p 6 p 7 p 8

Hom. tot Hom. tot Hom. tot Hom. tot Hom. tot ll'om. tot Hom. tot Hom. tot

IbOL1 /& 9/ 1# 1 I -A 9 I/kl ' kg i^l ' 14 9 l ki A g g /j, 1 A g

2. 21 3. 63 1. 45 3. 68 2. 61 2. 93 2. 88 2. 84

Promedio 2. 8025, Ugl^ l. C. V. 26. 11% 

Poza 2. 5000/ hg/, ul. C. V. 5. 00% 

La muestra con mayor concentración de proteínas fue

p 4 y la de menor concentración fue P3 . Es de hacer notar que

la concentración promedio de las muestras tiene una variación

muy amplia ( 26. 11% ), sin embargo, el valor obtenido para la

poza de homogeneizados es muy similar al valor promedio men— 

cionado. 

Para el desarrollo de las EGPAs. concideramos que

las condiciones más adecuadas fueron: en geles con T = 7. 7% 

y C = 2. 5%, con una intensidad de corriente de 5 mA por tubo

y a CC. 

Los resultados de la estandarización de la electro

forésis, tanto ácida como básica, de las proteínas patrón se

muestran en seguida. 
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EGPA alcalina: 

albúmina séríca bovina: 

1.- Banda fuerte de 0. 72 a 0. 75 Rf 0. 733 B. P. 

2.- Banda media de 0. 43 a 0. 48 0. 453

3.- Banda media de 0. 25 a 0. 29 0. 272

mioglobina: 

1.- Banda débil de 0. 67 a 0. 68 11

0. 676

2.- Banda débil de 0. 53 a 0. 55 vi 0. 536

3.- Banda débil de 0. 45 a 0. 49 te 0. 465

4.- Banda débil de 0. 42 a 0. 45 0. 433

S.- Banda fuerte de 0. 34 a 0. 37 0. 351 B. P. 

6.- Banda fuerte de 0. 17 a 0. 2-3 0. 197

ovalbúmina: 

1.- Banda fuerte de 0. 82 a 0. 85 0. 84

2.- Banda fuerte de 0. 79 a 0. 83 0. 815 B. P. 

3.- Banda media de 0. 74 a 0. 77 0. 75

4.- Banda débil de 0. 67 a 0. 71 0. 68

s.- Banda débil de 0. 60 a 0. 62 0. 607

6.- Banda débil de 0. 27 a 0. 29 0. 28

7.- Banda media de 0. 25 a 0. 27 0. 264

gamma globulinas: 

1.- Banda única tenue de 0. 08 a 0. 09 Rf 0. 083
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apoferritina: 

1.- Banda barrida desde el origen hasta 0. 1 RI 0. 076

citocromo C: 

No presenta bandas en éste tipo de EGPA. 

quimotripsin6geno: 

No presente bandas en éste tipo de EGPA. 

EGPA ácida: 

albúmina sérica bovina: 

1.- Banda ancha fuerte de 0. 4 a 0. 43 RT 0. 425 B. P. 

2.- Banda ancha media de 0. 35 a 0. 37 " 0. 365

mioglobina: 

1.- Banda fuerte de 0. 87 a 0. 97
ti, 0. 917 B. P. 

2.- Banda débil de 0. 70 a 0. 74
91 0. 72

ovalbúmina: 

1.- Banda fuerte y estrecha de 0. 48 a 0. 49 Rf 0. 485

2.- Banda fuerte y ancha de 0. 45 a 0. 47 R—f 0. 458 B. P. 

gamma globulinas: 

1.- Banda fuerte de 0. 22 a 0. 29 Mf- 0. 268 B. P. 
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apoferritína: 

No presenta bandas en 8ste tipo de EGPA. 

citocromo C: 

1.- Banda fuerte de 1. 02 a 1. 11 Rf 1. 04 B. P. 

quimotripsinógeno: 

1.- Banda fuerte de 0. 66 a 0. 69 11 0. 678 B. P. 

2.- Banda media fuerte de 0. 61 a 0. 65 lo 0. 631

Banda que no siempre aparece. 

Estas resultados se ilustran en las figuras 5 y 6. 

Una vez estandarizado el método para la electrofo- 

résis de las proteínas patrón, se hizo lo mismo con los ho- 

mogeneizados de próstata, obteniéndose las bandas que se -- 

muestran en la figura 7. 

Obtenido el patrón electroforético de las muestras

se procedió a localizar la proteína " receptora de andróggenos", 

para lo cuál se preparó la siguiente incubaci6n: una muestra

ele.gida al azar, ( P 8 ), se centrifugó a 650 xg., 2200 xg y - 

4500 xg. durante 15 min. a 4' C. obteníendose los sobrenadan - 

tes clasificados como P,, P8' y P." respectivamente. De cada

sobrenadante se tomaron dos alícuotas y se incubaron con D11T

11 y T 3 Ii . De las incubaciones de cada esteroide se toma- 

ron nuevamente dos alícuotas, de la primera se hizo inmedia- 

tamente una EGPA y la otra fue tratada con una suspensión de
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carbón- dextrán T40 y posteriormente se efectuó la electrofo- 
résis. 

En la gráfica 8 se muestran los resultados obten¡-' 

dos en EGPA alcalina, y los resultados del tratamiento de los
homogeneizados con la suspensión de carb6n- dextrán. 

Al analizar la EGPA ácida no encontramos áreas de

acúmulo de radiactividad" unida" 
significativamente,( picos de

radiactividad), por lo que s6lamente ilustramos una gráfica, 

figura g), al expresar los resultados obtenidos en la EGPA

alcalina sí encontramos , picos 11 significativos notando ade- 

más que la DlIT 3 H se une con mayor eficiencia que la T 3H y
que esos - picos" de acúmulo de radiactividad se ven incremen

tados conforme disminuye la concentración de proteínas de la
3

muestra ( P8" > PS > P8 ). Se observa también que la D11T 11

permanece unida después del tratamiento con la suspensión de

carb6n- dextrán, mientras que la T 3 11 se elimina notablemente. 

En todas las muestras se encontraron ,
picos" de radiactividad

constantes a Rf de 0. 09, 0. 174, 0. 26, 0. 62, y 1. 0 - 

Posteriormente se efectuaron las EGPAs alcalinas de

todas las muestras incubadas y tratadas de la manera que ya

se describió y los resultados se muestran en las gráficas 10

y 11 . 

En éstas gráficas podemos observar nuevamente, 
en

todas las muestras, los , picos" de radiactividad localizados

anteriormente en la muestra PS y su permanencia después del
tratamiento con la suspensión de carb6n- dextrán y valores de

Rf similares en todos los casos. 
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Puesto que la captación del esteroide marcado está

en función de la concentración end6gena del mismo, se efectuó

una determinación por radioinmunoanálisis para conocer édta

concentración. 

Se prepararon curvas tipo para testosterona, dihi- 

drotestosterona y androstendiona con un límite de sensibilidad

de 10 a 1, 000 pg. , obteniéndose valores menores de 5 pg. de

esteroide endógeno POT ml. de homogeneizado para todas las

muestras y las tres hormonas cuantificadas. Las curvas pa- 

tr6n se muestra en la figura 12. 

Después se efectuó una purificación parcial del " re

ceptor" para lo que se hizo una poza de homogeneizados y se

sometió a un fraccionamiento salino con sulfato' de amonio, 

según se describió en la sección de métodos. Cada fracción

obtenida fue dializada contra solución Ringer e incubada con

el esteroide radiactivo y sometida a EGPA básica. Los resul- 

tados se muestran en las gráficas 13, 14 y 15, pudiendo ob— 

servarse fácilmente que en el precipitado de proteínas obte- 

nido a las concentraciones de 65% de sulfato, 70% y 80% apa- 

rece un " pico" con un alto índice de radiactividad. 

Para conocer la concentración de sitios activos de

la proteína receptora se hizo una determinación de la unión

del esteroide a la proteína manteniendo su concentración cons

tante y variando la concentración del esteroide marcado. Los

resultados se expresaron en una gráfica de proporciones. En

la figura 16 se muestra dicha gráfica. 

Por último, se hizo la determinación de la especi- 
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ficidad de la proteína y los resultados se muestran a conti- 

nuación: 

S ekdihidrotestosterona
100 00% 

Testosterona 4. 60% 

Androstendiona 4. 00% 

Dehidroepiandrosterona 0. 90% 

Progesterona 0. 30% 

17 - hidroxiprogesterona 0. 30% 

Corticosterona 0. 20% 

Cortisol 0. 10% 

Estrona 0. 10% 

EstTadiol 0. 10% 
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Para la estandarizaci6n del método de electroforé- 

sis se utilizaron proteínas químicament puras, 
ya que su cri- 

terio de pureza mínimo fue de dos
recristalizaciones, sin em- 

bargo el desarrollo en EGPA mostr6 que no eran pura electro- 

foréticamente, por lo que se tom6 como banda principal la de

mayor intensidad. 

La estandarizaci6n del método electroforético para

las muestras fue satisfactoria ya que, 
como se puede obser— 

var en la gráfica 7 , se obtuvieron bandas de proteína per— 

fectamente definidas y reproducibles. 
Es de hacer notar que

la banda principal, en concentraci6n, en la EGPA de las mues- 

tras fue la de la albúmina a un Rf promedio de 0. 6 . Debido

a que la testosterona y la dihidrotestosterona son los andr6- 
genos por excelencia, 

fueron probados ambos para localizar
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el receptor de la hormonaque, presumiblemente, actúa en el

tejido prostático. Como se pude observar en la figura 8, al

expresar gráficamente los datos obtenidos de la EGPA alcalina

de la muestra prostática incubada con D11T 3 11, se encontraron

zonas de unión a Rf de 0. 09, 0. 174, 0. 26, 0. 62 y 1. 0 lo que

nos. muestra una unión significativa del esteroide radiactivo. 

Los picos con Rf de 0. 09, 0. 174 y 0. 26 persistieron a través

de los pasos de centrifugación y después del tratamiento con

la suspensión de carb6n- dextrán. También se puede observar, 

en la misma gráfica, que a Rf de 0. 62, correspondiente a la

banda de albúmina, existe lo que podría llamarse " unión ines- 

pecífica" de la marca, la cuál baja notablemente después del

tratamiento con carb6n- dextrán. Esto mismo sucede con la mar

ca dada por testosterona, es decir, la poca captación del es- 

teroide por las proteínas del homogencizado desarrolladas en

la EGPA, desaparece con el tratamiento con el carb6n- dextrán. 

De estos hechos podemos decir que se observa una mayor afini- 

dad del receptor por la dihidrotestosterona sobre la testos- 

terona. En la misma gráfica se observa que al utilizar mues- 

tras con menor contenido de proteínas, es decir, obtenidas

de una centrifugací6n a mayor velocidad, se obtiene una mayor

captación de la marca, debida, obviamente, a la menor inter- 

ferencia por la unión inespecífica a otras proteínas. 

En todas las gráficas mostradas se observa un pico

radiactivo en el frente i6nico debido a un ligero arrastre - 

del esteróide por el frente i6nico. Esto se puede probar fá- 

cílmente en la gráfica 15 donde se muestra un desarrollo e- 
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lectroforético a una muestra sin proteínas. 

Orro aspecto interesante fue el no detectar, prac- 

ticamente ninguno de los tres andr6genos, (
testosterona, di- 

hidrotestosterona y androstendiona), 
probados a través del

RIA. Consideramos que fue debido a que las próstatas se ob- 

tuvieron de cadáveres con po lo menos, 8 horas de muerte, - 

puesto que es el tiempo mínimo legal requerido para la real¡ 

zaci6n de la autopsia. Sin embargo la muerte clínica consi- 

derada como el cese de la actividad cerebral, 
de ningún modo

es el término de otros procesos metab6licos, 
para nuestro ca- 

so creemos que continu6 el metabolismo del compíejo receptor - 

esteroide sin reposición de la hormona dando por resultado

que el esteroide endógeno fuera muy difícil de cuantear. 

Los datos obtenidos del fraccionamiento salino con

sulfato de amonio nos llevan a pensar que se puede tratar de

un receptor formado por tres estructuras protéicas diferentes
o que , en función de sus Rf ( 0. 08, 0. 18 y 0. 26, casi múlti- 

plos de 0. 08), sean formas de agregación del receptor. El - 

hecho de que precipite a una " alta" concentración de sulfato

de amonio nos indica que esta estructura proteíca contiene - 

numerosas cargas, lo que va de acuerdo con las característi- 

cas de una m6lecula transportadora. 
Además es una proteína

bastante específica pués, como se observa en la tabla de es- 

pecificidad, une con gran preferencia a la dihidrotestostero

na sobre la testosterona, 
siendo que entre ambas sólo existe

una mínima diferencia estructural dada por un par de hidr6ge- 

nos. El analizar la gráfica de proporciones nos muestra que
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se trata de una s6la proteína receptora pués s6lo se observa

una pendiente en la curva, en caso de que fueran tres estruc

turas protéicas diferentes obtendríamos tres variaciones en

la pendiente de la curva de dicha gráfica. 
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Existe una proteína receptora en el tejido pr6s- 

tatico normal humano, que tiene la capacidad de unir dihi- 

drotestosterona, la cuál precipita entre el 65 y 80% de sa

turaci6n con sulfato de amonio, que es altamente específi- 

ca y se encuentra en una concentraci6n sumamente pequeña. 
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