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CAPITULO I
INTRODUCCION

Las gldndulas genitales accesorias masculinas son estructuras altamente
especializadas, ya que son reguladas bajo control neural y endocrino; sus
secreciones contribuyen a la formacién del fluido seminal humano, al cual
se le atribuyen funciones de transporte y proteccion del espermatozoide.
E1 andlisis de este 1iquido ha sido utilizado para diagnésticos clinicos
en algunos procesos patoldgicos frecuentes en estas glandulas, tales co-
mo: infecciones o inflamaciones en hombres jovenes e hipertrofia y can-
cer en la vejez. Para su formacion, las secreciones, no son emitidas
simultdneamente, sino que primero secretan las glandulas de Cowper y
Littré, la segunda secrecién es de la prostata, seguida inmediatamente
por el flufdo rico en esperma de la ampula y epididimo; siendo la por-

cién final y mayor del fluido derivada de las vesiculas seminales (1).

Entre otros factores endocrinos que influyen sobre la actividad de las
glandulas genitales accesorias al aparato reproductor masculino, se
tienen las distintas hormonas esteroideas que producen efectos y res-
puestas variables, de los cuales cabe enunciar algunas generalidades;
dado que sus tamafios moleculares son pequefios, atraviesan facilmente
1a membrana celular encontrando proteinas de recepcidn intracelulares
con alta afinidad localizadas en gran parte, si no en su totalidad en
el-citoplasma, para llegar rdpidamente a los nicleos, pudiendo ser las
respuestas modificadas por inhibidores de la sintesis de- proteinas a
nivel transcripcional o postranscripcional (2), estudidndose en la ac-

tualidad si son estos millares de moléculas del receptor neonuclear
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ligados a las hormonas, las que estdn directamente implicadas en las
respuestas, o bien pudiendo ser solo un sistema de transporte que para
ser indispensable transmitiria al esteroide hormonal hacia otra entidad

para que fuese desencadenada la respuesta bioldgica (2).

Las primeras investigaciones sobre receptores especificos de andiégenos
que contienen las glandulas genitales accesorias del aparato reproductor
masculino, se realizaron en animales (3-5), demostrandose en estos pri-
meros intentos, la retencién de andrdgenos por los tejidos efectores.
Posteriormente, las investigaciones se enfocaron a la basqueda de pro-
teinas receptoras de andrégenos, en extractos solubles del tejido pros-
tatico humano (6-9), dando lugar al interés creciente por obtener un co
nocimiento més.claro del papel que desempefian las hormonas esteroideas
en el desarrollo y la evolucidn de las dos enfermedades principales de
esta glandula en el humano,a saber,la hipertrofia prostdtica benigna y
el cancer prostatico. Estas investigaciones demostraron que la dihi-
drotestosterona-3H, asociada con células de préstata, estd estrechamen-
te unida a proteinas receptéras y a bajas concentraciones de andrégeno
radiactivo l1a dihidrotestosterona del sobrenadante del homogeneizado
del tejido prostatico, estd exclusivamente unida a una proteina de alta
afinidad y baja capacidad, formando un complejo esteroide-proteina. La
afinidad del producto fisioldgico por el receptor es grande y la cons-
tante de asociacidn en equilibrio del complejo hormona-receptor (si-
guiendo la ley de accidon de las masas) es del orden de K= 1010 M'1 a
4°C, lo que implica una disociacién lenta y una saturacién facil a las
concentraciones fisiolégicas hormonales (2), siendo la mas importante

de sus caracteristicas, la estrecha especificidad hormonal, que se

traduce por la ausencia de unién de los componentes sin actividad y por
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cierta proporcionalidad entre l1a afinidad de esta unidn y su actividad

bioldgica.

Este paralelismo entre la afinidad y la actividad diferencia los recepto
res intracelulares de otras proteinas plasmaticas con capacidad de unir

esteroides.

Los hallazgos de la retencién selectiva de dihidrotestosterona por pro-
teinas en células de prdstata, confirmaron que la dihidrotestosterona

es la forma activa del andrégeno Testosterona (10), siendo en la dltima
década, uno de los avances mds significativos en el estudio de los pro-

cesos moleculares de la accién de hormonas esteroideas.

En esta investigaci6n, el objetivo principal fue la determinacién de los
pesos moleculares de las proteinas que unen 5(1DHT-3H en el sobrenadante
del homogeneizado del tejido prostdtico "normal" humano, utilizando mé-
todos con una alta capacidad de resolucién y confiabilidad, siguiéndo-
se un patrén definido el cual incluye:

lo. E1 estudio de la captacién y retenci6n de una
hormona radiactiva.

20. La identificacidon de la hormona supuestamente
activa.

30. La deteccién y aislamiento de proteinas espe-
cificas que unen al esteroide con una alta afinidad y que existe en ma-
yor cantidad en las células de prostata que en células insensibles.

40. La determinacidn del peso molecular de las

proteinas que unen 5 a DHT—3H en el tejido prostdtico "normal" humano.



La investigacidn de los pesos moleculares de las proteinas comenzd con
cierto éxito, utilizdndose métodos fisicos tales como el crioscépico
dispersién de la luz, etc. (11, 12). Posteriormente, se emplearon pro-
cedimientos fisicoquimicos de sedimentacién con ultracentrifuga como
son: velocidad de sedimentacién, equilibrio de sedimentacién, aproxi-
macién al equilibrio de sedimentacién y el equilibrio en solucion gua-
nidina-HC1 (13). La cromatografia en gel (filtracion en Sephadex) es
actualmente uno de los métodos mas utilizados en el laboratorio (14),
mientras que la determinacidn del peso molecular por electroforesis

en gel de disco, se encuentra ain en experimentacién con algunos re-
sultados alentadores. Una de las ventajas de Ta electroforesis en gel,
es la posibilidad de separar mezclas de proteinas globulares en diso-
lucidn, basandose en sus diterentes velocidades de migracidn en un
campo eléctrico, a un pH determinado, teniendo ademds como soporte iner
te, el gel de poliacrilamida lo que permite realizar el analisis con
gran precisién, debido a su alto poder de resolucidn, con cantidades
minimas de mezclas complejas de proteinas. En la EGPA, la separacién
toma lugar, debido a las diferencias de cargas y tamafos de las molé-
culas. La influencia de la carga representa una dificultad en Tos mé-
todos de la determinacion de los pesos moleculares por electroforesis
en gel, dividiéndose los experimentos hasta 1a fecha realizados para
su eliminacion en dos categorias. En la primera categoria, la EGPA
se 1leva al cabo en geles de diferentes densidades y el coeficiente

de la distancia de migracién (o coeficiente de retardacion) se mide
completamente independiente de la carga. En la segunda categoria, las
condiciones electroforéticas (amortiguadores,densidad de gel) son
escogidas de tal manera que las diferencias de cargas sean minimas,

pudiendo ser ignoradas (15).



Para la determinacién de los pesos moleculares de las proteinas que unen
5 aDHT—3H en el sobrenadante del homogeneizado del tejido prostatico
"normal” humano, se realizaron los estudios, utilizando los dos procedi
mientos antes mencionados. Dentro de la primera categoria y basandonos
en trabajos previos, relacionados con 1a obtencidn de pesos moleculares
de proteinas en EGPA, realizados por Zwaan (15) y por Atanasov y Gikov
(16), quienes determinaron el PM de algunas de las 15 bandas caracteris
ticas de proteinas encontradas en el fluido prostdtico; en este trabajo
se utilizaron diferentes concentraciones de gel, obteniéndose las movi-
lidades relativas para la construccién de una curva lineal de Ferguson,
cuya pendiente es una medida del PM y ha sido designado por algunos au-

tores como el coeficiente de retardacion (17).

Para la segunda categorfia de 1a determinacidn del PM de las proteinas
por EGPA, con eliminacién de carga, Shapiro y Col. (18) incorporaron
SDS en su sistema de amortiguacidn, encontrando una relacion lineal in-
versa entre la distancia de migracidn relativa y los pesos moleculares
1o que permite la rapida y simple estimacidn de este parametro en pro-
teinas y polipéptidos. De acuerdo con informes posteriores de Weber y
Osborn (19), quienes utilizaron este método para la estandarizacion de
proteinas conocidas, efectuamos 1a determinacién de los pesos molecu-
lares de las proteinas semipurificadas que unen 50 DHT-3H en el sobre-
nadante de los homogeneizados del tejido prostatico "normal® humano,
utilizando el mismo sistema electroforético, tanto par; las muestras
tisulares, como para los patrones de proteinas con pesos moleculares

conocidos.

Se reportan los resultados y se presenta una discusion de Tos mismos.
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CAPITULO II

I MATERIALES

I A- Material Quimico

De ABBOTT:
De Amersham/Searle: 1iquido de centelleo- 4g de PPO (2,5-difenilo-
xazol, grado centelleo) y 0.05 g de POPOP (1,4-bis [2—(5-feniloxa-

zo]il)] benceno, grado centelleo en un litro de tolueno.

De Baltimore Biol. Labs: gelatina.
De Carlo Erba: colorante- azul de bromofenol.
De Dade Harleco: HC1 conc y H2P04 conc.

Colorante-negro de amido.
De Eastman: EDTA (ac. etilendiamino tetracético, sai sddica), TEMED
(N,N,N',N', tetrametilendiamino).
De Matheson Coleman & Bell: carbdn activado.
De Merck: a) catalizador quimico-persulfato de amonio; b) fotocata-
lizador-riboflavina; c) disolventes grado analitico y destilados
antes de su uso - etanol, acetona y tolueno; Acrilamida; N,N'-Me-
tilen-diacrilamida; TCA (ac. tricloroacético); sacarosa; glicina;
SDS (Dodecilo hidrogeno sulfato; sal sédica) para examenes de
sustancias tensoactivas; Brij 35 (éter laurilico de polioietileno,
detergente); 2-mercaptoetanol; fosfato de potasio dibdsico y mo-
nobasico y azida de sodio.
De Monterrey: acido acético glacial, fosfato de sodio dibasico y
monobasico.

De New England Co.: esteroide radiactivo- 5 uDHT-3H (dihidrotes-



I B-

I C-

tosterona tritiada) con A.E. de 40 Ci/mM.

De Farmacia: Dextran T40

De Sigma Chemical Company: la siguiente serie de proteinas para la
determinacion de los pesos moleculares con SDS.
BSA (albdmina sérica bovina)

Ovoalbimina (albimina de huevo)

Pepsina(mucosa de estémago de porcino)
Tripsindgeno (pancreas de bovino)
B-lactoglobulina (leche de bovino)

Lisosima (clara de huevo)

Hemocianina (caballo)

De Packard: 1iquido de centelleo; Insta Gel.

Material Biolégico.

Prostata "normal" humana. Se utilizaron préstatas de individuos
sin ninguna alteracidn relacionada con el funcionamiento del apara-
to genito-urinario, proporcionadas por el Servicio de Anatomia Pato
16gica del Hospital General del Centro Médice Nacional del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Las muestras se obtuvieron durante las
primeras 12 horas, después de haber fallecido el paciente y se con-
servaron en refrigeracién a 4°C, hasta su procesamiento. (un maximo
de 24 horas).

Equipo

Agitadores por vibracidn Super Mixer; agitadores magnéticos max/mix
de precision. Balanzas Mettler, modelo P-120 L y B.

Centrifuga Damon IEC modelo PR-6,000.

Camara de electroforesis con fuente de poder y unidad refrigerante
de Buchler.

Espectrofotometro UV-LV Hitachi de Perkin Elmer.

7l



Homogeneizador hode]o Virtis.
Horno de presidn reducida Thelco, modelo 19.
Liofilizador reducido Virtis

Potenciémetro modelo 3550 de Beckman.



IT METODOS

1. Procesamiento de Muestras.

Las prostatas recolectadas fueron tratadas de la forma siguiente: eli-
minacién del tejido adyacente, obtencién del peso y corte en rebanadas
de aproximadamente 2 mm de espesor, agregando 20 ml de solucidn salina
jsoténica para facilitar la homogeneizacion 1levada al cabo en un homo-
geneizador con aspas, de alta velocidad, durante una hora; al terminar
se agregaron 80 ml de soluci6n salina isotdnica para centrifugacion a
2,125xg (3000 rpm) a 4°C durante 30 minutos. Los sobrenadantes reparti-
dos en alicuotas de 5 ml estuvieron conservados en congelacién hasta su

utilizacion.

Todo el procesamiento de muestras fue realizado a 4°C.

2. Determinacidn de Proteinas Totales por el Método de Groves (20).

Preparacién de Reactivos:

Acido etilendiaminotetracético amortiguador (EDTA) 1mM 0.416 g/1 de H20
Tris HC1 10mM 1.211 g/1 de H20
Brig 36 T 1mM 0.626 g/1 de H20
Llevar la solucién a un pH=7.4 con HCI concentrado.

Preparacion de la curva estdndar:

Se tomaron concentraciones de 10 pg/ml a 100 pa BSA/ml ‘de solucidn sali-
na isoténica; se 1levan a un volumen de 2 ml con el amortiguador anterior
(pH 7.4) y se agitan. A cada muestra le fueron leidas sus absorbancias a
dos longitudes de onda de 224 y 233 nm en un espectrofotdmetro UV-LV.

Los valores de A Abs contra los ug de BSA fueron 1levados a una grafica.



En las primeras seis muestras obtenidas de Tos homogeneizados de prosta-
tas “normales” humanas, utilizando voldmenes de 10 ul a 100 ul con inter-
valos de 10 ul de homogeneizado, se determiné el volumen 6ptimo a utili-
zar en las mediciones de las proteinas totales, el cual fue 25 ul de
muestra bioldgica. La muestra de homogeneizado de cada prdstata fue 1le-
vada a un volumen de 2 ml con el amortiguador a pH=7.4 y se siguié en las
mismas condiciones que en la curva patrén la metodologia para la deter-
minacion de proteinas totales. Las lecturas de AAbs de los homogenei-
zados se interpolaron en la curva estdndar de BSA, obteniéndose la can-

tidad de proteinas totales presentes en la muestra.

3. Determinacién de los Porcentajes de Unién.

Los porcentajes de union de la SaDHT-3H de las proteinas presentes en
los homogeneizados de préstatas "normales" humanas fueron determinados
utilizdndose la técnica siguiente:

En base a la cantidad de proteinas totalespor ul de homogeneizado, se uti
1iz6 el volumen necesario de cada muestra (aproximadamente 2000 kg de
proteina/ volumen). Midiéndose estos volimenes por triplicado (confiabili
dad) y agregando a cada uno 5o DHT—3H (aproximadamente 251,814.0 dpm

en 5 yl), 1levdndolos a un volumen de 1 ml con amortiguador RIA y una vez

agitados se incubaron a 4°C durante 22 horas.

Terminada la incubacién se agregaron a cada tubo 200 ul de C/D al 0.25%
para centrifugar a 2,125 xg durante 15 minutos a 4°C y decantar los so-
brenadantes a frascos viales, agregdndoles 10 ml de Insta-Gel. Cada

muestra fue contada durante 15 minutos.
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Cdlculo:

% Unién= Xcpm (muestra) - Xcpm (n) X 100
X cpm (t)

Preparacion de Reactivos.

a) Amortiguador para Radioinmunoandlisis (RIA)

Fosfatos de Potasio 0.25 M
Gelatina 0.1%
Azida de Na 0.17%

Ajustar a un pH 6.9 y aforar a 1 1t con H20.

b) Suspensidn de Carbdn-Dextrdn (C/D)
Carbén 0.25 g

Dextran T 0.25 g

40
Suspender en 100 ml de H20

4. Poza de Homogeneizados.

La poza fue formada con homogeneizados de prdstatas "normales" humanas,
con muestras que presentaron un porcentaje de union mayor del 20%; para
este propésito se tomaron 5 mi de cada sobrenadante de homogeneizados,
centrifugdndolos a 15,000 xg (11,000 r.p.m.) durante 30 minutos a 4°C.
Estos segundos sobrenadantes fueron recolectados en alicuotas de 5 ml.
Se determind la cantidad de proteinas totales en estas muéstras por el
método de Groves. Las muestras permanecieron congeladas a -15°C hasta

su utilizacidn.
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5. Electroforesis en Medio Alcalino de Disco en Gel de Poliacrilamida

al 7.7%. (21)

Preparacion de Reactivos

1. HC1 IN 48 ml
Tris 36.6 g
Temed 0.23 ml

Ajustar pH a 8.9 con HC1 conc. Aforar a 100 ml con HZO dest.

2. Acrilamida 30.0 g
Bisacrilamida 0.8g
Aforar a 100 ml con HZO destilada.

3. Persulfato de amonio 0.14 g
Aforar a 100 m1 con HZO destilada.
Nota: se prepara el mismo dia en que se va a utilizar.

4. HC1 iIN 48.00 ml
Tris 5.98 g
Temed 0.46 ml

Ajustar pH a 6.7 con HC1 conc. Aforar con H20 a 100 ml.

5. Acrilamida 10.00 g
Bisacrilamida 25.00 g
Aforar a 100 ml con HZO destilada.

6. Riboflavina 4 mg
Aforar a 100 ml con H20 destilada.

7. Sacarosa 40.0 g
Aforar a 100 ml con H20 destilada.
Solucidon amortiguadora.

Tris 6.0 g

Glicina 28.8 g

Ajustar pH a 8.3. Aforar a 1000 ml con H20 destilada.
Para usarse se diluye 1/10 con HZO destilada.

=12 =



Todas las soluciones anteriores (excepto la nimero 7) son filtradas en

papel Whatman No. 1 y guardadas en un recipiente obscuro a 4°C.

Indicador del frente idnico.

1 ml de Azul de Bromofenol al 0.001% en etanol.

Colorante de geles.

Negro de amido 1 g/100 m1 de dcido acético al 7%.
Polaridad de los geles.

Polo superior (-) negativo

Polo inferior (+) positivo

Proporcion de los reactivos para la preparacion de los geles al 7.7%.

Gel Espaciador Gel Separador
1 parte del reactivo No. 4 1 parte del reactivo No. 1
2 partes del reactivo No. 5 2 partes del reactivo No. 2
1 parte del reactivo No. 6 1 parte de HZO destilada
4 partes del reactivo No. 7 4 partes del reactivo No. 3

Debido a que las concentraciones del gel espaciador (T=5.0 y C=2.5)
permiten que las proteinas se "organizen" en cuanto a pesc molecular y
carga, se utilizé este gel antes del gel separador, en el cual las pro-
tefnas migran a una determinada velocidad dependiendo de sus caracteris-
ticas fisicoquimicas.

Calculos

% T= Acrilamida + Bisacrilamida
100

% C= Bisacrilamida x 100
i

=] e



PREPARACION DE GELES

Los tubos de vidrio para los geles de la electroforesis, tienen una lon-
gitud de 10 cm. y un didmetro interno de 0.5 cm., antes de ser utilizados

fueron lavados y tratados con si]ic]ad/HZO al 1%.

Gel separador: mezclar
2 ml del reactivo # 1
4 m1 del reactivo # 2

2 ml de. Hy0 destilada

Extraer el aire con vacio y agitacién durante 15 minutos. Agregar rdpida-
mente 8 ml del reactivo # 3 y aplicar vacio durante un minuto. Adicionar
de esta solucién 1.9 ml a cada tubo de electroforesis y sobre ella unas
gotas de H20 para evitar la formacion de menisco en el gel al polimerizar

la solucion.

Gel espaciador: mezclar
1 ml del reactivo # 4
2 ml del reactivo # 5
1 m1 del reactivo # 6

4 ml del reactivo # 7
Retirar el H20 de 1a superficie del gel separador, adicionar 50 ul de la

solucidn del gel espaciador, con unas gotas de HZO en su superficie y

efectuar la polimerizacidon en una cdmara de LV durante 15 minutos.

- 14 -



PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EGPA

Para determinar el patrén electroforético y los porcentajes de union de
las proteinas que unen 5 aDHT—3H en la muestra individual (P4) y de la
poza de homogeneizados, se incubaron 880 pnl de P4 con 5<1DHT-3H (685,320
cpm/20 ul) y 1350 ul de la poza con 5 aDHT-3H (856,650 cpm/25 u1) duran-
te 22 horas con agitacién a 4°C. La cantidad adecuada de esteroide ra-
diactivo utilizado en las incubaciones fue de aproximadamente 90,000
cpm/gel, con lo cual se definieron perfectamente Tos picos de unidn de

las proteinas.

Terminada la incubacidn, alicuotas de 110 ul de P, (611.10 g de proteina)
y 150 u1 de poza (618.4 ug de proteina) se adicionaron en frascos viales
y fueron contadas durante 1 minuto con 17quido de centelleo-Fldor. A

los homogeneizados restantes se les agregaron por cada 200 U1 de muestra
biolégica, 300 ml de C/D al 0.125%, centrifugindose la mezcla a 2.125 xg
(3000 r.p.m.) durante 15 minutos a 4°C. Al decantar los sobrenadantes
cuando no se eliminaba completamente el CID, se centrifugd nuevamente en

las mismas condiciones.

A los sobrenadantes obtenidos, se les agregd sacarosa, aproximadamente
del 20 al 30%, con el objeto de aumentar sus densidades sin afectar las

propiedades de la unién de las muestras.

Se aplicaron a cada uno de ocho tubos para e1ectrofore§is, cuatro ali-
cuotas de 110 ul del homogeneizado individual P4 y cuatro alicuotas de

150 #1 de Ta poza.

E1 compartimiento inferior (electrodo positivo) de la cdmara para EGPA,
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se 1lend con amortiguador pH 8.3 diluido 1/10 y una vez preparados los
tubos para electroforesis con gel, se colocaron en el compartimiento su-
perior (electrodo negativo), se les adiciond el amortiguador pH 8.3 di-
luido 1/10 mezclado con 3 o 4 gotas de ABF (frente idnico),1levdndose

a cabo la electroforesis con una corriente constante de 5 mAmp por gel.

Al terminar la electroforesis se midié el volumen total del amortigua-
dor del compartimiento superior, tomdndose dos alicuotas de 1 ml para
contar la radiactividad como control de la radiactividad que se sale,
debido a 1a manipulacidn de la cémara. A los tubos de la electroforesis
es necesario colocarlos en hielo para enseguida sacar los geles conteni-
dos en ellos. A los geles de cada muestra se les determinaron las lon-
gitudes de migracidn de sus f.i., bandas visibles y 1a longitud total
del gel, colocdndolos en tubos para congelacion rdpida en acetona-hielo
seco y asi facilitar su corte con un rebanador especial, las rebanadas
fueron obtenidas en forma uniforme con un espesor de 1.25 mm. Cada re-
banada fue colocada en un frasco vial, agregdndose 5 ml del 1iquido de
centelleo-Fldor y transcurridas 24 horas de elucion fueron contados du-

rante un minuto en el espectrofotémetro de centelleo 1iquido.

A los geles restantes se les di6 el siguiente tratamiento:

Tincion de los Geles

Colocar los geles en TCA al 10% durante 24 horas, lavar con H20 desti-
lada y tefiir con Negro de Amido al 0.1% en acido acético al 7% durante
2 horas. Lavar los geles nuevamente con H20 por G1timo agregar dcido
acético al 7%, cambidndolo hasta que se tenga un fondo claro y queden

Gnicamente tefiidas las proteinas.
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6. [EGPA en Medio Alcalino con Diferentes Concentraciones de Geles,

para la Determinacion de Pesos Moleculares.

Preparacion de los Geles

Seguir el mismo procedimiento del método anterior, asi como las mismas
soluciones, Gnicamente variando sus proporciones en la preparacion de los

geles separadores.
Concentracion al 5%
Gel separador
1 parte del reactivo No. 1
1.2960 partes del reactivo No. 2
1.7040 partes de HZO destilada
4.0 partes del reactivo No. 3
Concentracidn al 7%
Gel separador
1.0 partes del reactive No. 1
1.8144 partes del reactivo No. 2

1.1856 partes de HZO destiiada

4.0 partes del reactivo No. 3
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Concentracion al 7.7% (va descrito)

Concentracion al 9%

1.0 parte del reactivo No. 1
2.3328 partes del reactivo No. 2
0.6672 partes de H20 destilada

4.0 partes del reactivo No. 3

Preparar tres geles de cada concentracidn.

Obtencion de la Curva Estdndar para PM de Proteinas.

La proteina patrén utilizada fue una muestra comercial de BSA, la cual

después de la EGPA en medio alcalino, presenté 5 bandas.

La aplicacion a los geles en cada concentracién (5, 7, 7.7 y 9% ) se hi-
zo por triplicado, siendo de 200 ug de BSA/100 M1 de solucidn salina
isoténica. Una vez desarrollada la electroforesis y tefidos los geles,
se midieron las distancias de migracidn de las bandas de proteina y las
distancias de migracion de los f.i. para obtener los datos de las movi-

lidades electroforéticas relativas.

Rf= distancia de la migracién de las proteinas
distancia de la migracion del azul de bromofenol

(22)
La obtencién de la curva estdndar para la determinacion de los PM fue
realizada a partir de una grafica de Ferguson obtenida con los log Rf
de las diferentes bandas de BSA, contra las concentraciones de los

geles (23) y las pendientes de las curvas resultantes, fueron 1levadas
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a una grafica contra los valores de los pesos moleculares conocidos.

Procedimientos para la Determinacién de los Pesos Moleculares de las Pro

teinas que Unen 5<1DHT-3H.

Con el fin de determinar con exactitud Gnicamente los PM de las proteinas
que unen S(IDHT-3H en la poza de homogeneizados del tejido prostatico

"normal” humano. se realizé el procedimiento siguiente:

Incubacidon de 2,400 u1 de la poza de homogeneizados con StxDHT-BH
(1,541,970 c.p.m./45 ul) durante 22 horas a 4°C en agitacion constante.
De la poza incubada se tomaron 2 alicuotas de 50 ul y a la incubacién
restante se le agregé 3,450 ul de C/D al 0.125%, centrifugandose 2 veces
a 2,125 xg (3,000 rpm) durante 15 minutos a 4°C, para finalmente tomar
del sobrenadante 2 alicuotas de 50 ul. Las alicuotas tomadas antes y des-
pués de la incubacién fueron contadas para determinar el porcentaje de
esteroide unido a la protefna que se va a aplicar al gel. Se preparan

4 geles para cada concentracion (5%, 7%, 7.7% y 9%) y se aplican a cada

gel 150 ul de la poza incubada.

Desarrollo de la electroforesis.

Medicion de las longitudes de migracién de las bandas visibles de f.i.
y la longitud total del gel, congelar y rebanar. Las rebanadas colocar-
las en frascos viales, adicionar 5 ml de 1iquido de centelleo-Flior,
dejar eluir durante aproximadamente 24-48 horas y contar la radiactivi-

dad de cada rebanada.
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Las grdficas se realizaron con los valores de las dpm contra el No. de
rebanada, localizando en la grdfica los picos de unidn de S(xDHT-3H y
calculandose los Rf de los picos correspondientes a las proteinas que

unen Ta 5 aU-lT-3H.

Long. de la Rebanada= Long. total del gel
No. de Reb. totales

Rf= No. de rebanada x Long. de la rebanada
Long. de migracion del f.i.

La grdfica de Ferguson se construyé con los logaritmos de los Rf contra
las diferentes concentraciones de los geles utilizados. Las pendientes
resultantes de cada curva de las proteinas individuales que unieron

5 uDHT-3H se interpolaron en la curva estdndar de ASB.

7.  Estandarizacion de las Proteinas para Pesos Moleculares con SDS

(18,19).

Preparacion de Reactivos

(Usar agua destilada o deionizada)

la) Amortiguador-Muestra
Mezclar las siguientes sustancias:
NaH2P04 (Anhidro) 0.34 g; NazHPO4 (Anhidro) 1.02 g; Urea 36.0 g;
Azul de bromofenol 0.005 g; 2-Mercaptoetanol 1.0 ml; ya mezclados
se diluyen con 80 ml de HZO' Agregar SDS 1.0 g, diluir y aforar
a 100 ml con HZO‘ Ajustar a pH 7.0 y a 25°C con acido fosférico.
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La solucién es estable por lo menos 2 semanas en refrigeracion de 0-5°C.

2a) Amortiguador-Gel
Mezclar:

NaH,P0, 6.8 g; Na,HPO

2.4 2774
SDS 2.0 g; ajustar el pH a 7.0 a 25°C con acido fosférico y aforar

20.45 g; disolver en 80 ml de HZO' Agregar

a un litro con H20.
Almacenar en refrigeracién de 0-5°C, siendo estable para su uso en

ausencia de crecimiento microbiano visible.

3a) Geles de Acrilamida
Gel al 10%; para su uso con proteinas de PM de aproximadamente
10,000-70,000.
Para preparar 12 geles, mezclar: Acrilamida, 22.2 g; NN'-Metilen-
bis-Acrilamida, 0.6 g. Disolver y diluir a 100 ml con H20. Elimi-
nar el material insoluble por filtracion.
La solucién es estable durante un mes, conservada en un frasco
obscuro, tapado y en refrigeracion de 0-5°C.
Gel al 5% para su uso con protefnas de PM de aproximadamente
70,000-280,000.
Para preparar 12 geles utilizar la mitad de las concentraciones

anteriores en el mismo volumen de H20.

43) N,N,N',N',-Tetrametilen diamino (TEMED)-0.77 kg/1t.

Guardar a temperatura ambiente.

5a) Solucién de persulfato de amonio.

Prepararlo el dia de su uso.
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[
Disolver aproximadamente 100 mg de persulfato de amonio en 15 mil de

HZO‘ Guardar a temperatura ambiente durante un dia Gnicamente.

Preparacion de Muestras

Preparacién de las proteinas patrones para la determinacion de pesos mole

culares con SDS.

TABLA 1
Proteina Concentracidn Amortiguador Muestra
mg/m1 (m1)
Albimina bovina 1.5 8.5
Ovoalbimina 1.5 17
Pepsindgeno 5.0 5
Tripsinégeno 2.0 12.5
B-lactoglobulina 1.0 25
Lisosima 1.0 25

Las alicuotas pueden ser guardadas a -20°C para su uso futuro.

Todas las proteinas deben ser incubadas a 37°C durante dos horas en el
amortiguador-muestra, justamente antes de la electroforesis.

Muestra aplicada 20 ul/gel.

Preparacién de la muestra biolégica (poza) para la determinacion de los
PM desconocidos de las proteinas que unen 5 aDHT-3H.

Incubacidn y electroforesis de las muestras.

Preparar dos incubaciones, la primera con un volumen de 1,050 ul de poza

con 20 ul de 5 aDHT-3H (685,320 cpm) y la segunda con 9,600 ul de poza
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sin material radiacfivo, dejandolas en agitacion durante 22 horas a 4°C.

De la primera incubacion, tomar dos alicuotas de 150 pl cada una para

contar.

Agregar a los homogeneizados restantes 300 ul de C/D al 0.125% bara cada
200 vl de volumen de muestra. Centrifugar dos veces a 2,125 xg durante
15 minutos a 4°C. De la muestra sobrenadante de la primera incubacion,

tomar dos alicuotas de 150 ul para contar.

Preparar previamente 72 geles al 7.7% con el método No. 5 descrito ante-

riormente.

A Tas dos incubaciones, agregarles, sacarosa al 20% del volumen total,
diluir y aplicar sobre cada una de cuatro geles, 150 ul de muestra de la
primera incubacidnya los 68 geles restantes,150 ul de la muestra de la

segunda incubacién (sin material radiactivo).

Desarrollar la electroforesis aplicando una corriente constante de 5mAmp/
gel hasta que el azul de bromofenol (f.i) esté a aproximadamente 0.5-

1.0 cm . del extremo inferior del gel.

Para la extraccidn y separacion de las proteinas que unen 5 aDHT~3H de

los geles, efectuar los siguientes pasos metodolégicos:

Una vez rebanados los cuatro geles con muestra radiactiva de la primera
incubacidn, colocarlos en frascos viales con 1iquido de centelleo-Flior

y transcurridas aproximadamente 24 horas de elucion, contarlos. Hacer
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una grafica con las dpm obtenidas, contra el nimero de rebanada para la
localizacién de las rebanadas donde se encuentren los "picos" de unidn

de 5 aDHT-SH.

Los geles con muestras de la segunda incubacién, no radiactiva, rebanar-
los y concentrar las rebanadas de 1a No. 1 a la No.18, la banda visible

y el f.i. por separado.

Las proteinas de las rebanadas de gel concentradas, eluirlas con H20,
durante dos dias a 4°C. Llevar a liofilizar los eluados y una vez ob-
tenidos los liofilizados de proteinas, disolverlos en 1 ml de amort{-
guador muestra e incubarlos a 37°C durante dos horas para la electrofo-

resis con SDS.

Preparacion de los geles para electroforesis con SDS.

Para prep;rar 12 geles: mezclar 15 ml de amortiguador-gel (reactivo 2a);
13.5 m1 de acrilamida-gel (reactivo 3a=10% o 3a''= 5%). Aplicar vacio
con agitacién durante 1 minuto y adicionar 1.5 ml de persulfato de amo-
nio (reactivo 5a), mas 0.05 ml de temed (reactivo 4a). Aplicar vacio

durante 15 segundos.

Agregar de la solucién anterior, 1.9 ml a cada tubo para ia electrofo-
resis, utilizando una jeringa con un tubo de hule largo, introduciéndolo
hasta el fondo del tubo, agregando 1a solucion para desplazar todo el
aire contenido en el tubo y asi evitar que se formen burbujas al polime-
rizar la solucién. Antes de que se forme el gel, aplicar una gota de HZO

sobre la solucion del gel.
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ELECTROFORESIS

La realizacion de la EGPA con SDS, 1levarla al cabo en las siguientes con

diciones:

Diluir 500 ml de amortiguador-gel (reactivo 2a) con 1000 ml de HZO' Decan
tar el HZO de la superficie del gel y agregar la solucién del amortigua-
dor hasta 1lenar el tubo. Colocar los tubos para electroforesis en la cd-
mara superior y 1lenar los compartimientos del aparato de electroforesis
con amortiguador-gel diluido. Bajo la capa de amortiguador agcegarvlas

muestras sobre el gel.

Aplicar una corriente constante de 8 mAmp/gel hasta que el indicador de

ABF esté a 0.5-1cm del dnodo o final de cada tubo (cerca de 5 horas) .

Al término de la electroforesis, sacar los geles y marcar los f.i. con
un alambre delgado. Tefiir los geles con el método de tincidon descrito
(No. 5) y una vez tefiidas todas las bandas, calcular sus Rf midiendo

las distancias de migracidn de sus frentes idnicos y las distancias de

migracién de las protefinas.

Rf= distancia de migracién de la proteina
distancia de la migracion del azul de bromofenol

Llevar a una grdfica, los valores de Rf contra el PM conocido, sobre pa-
he] semilogaritmico. Determinar los pesos moleculares desconocidos, in-
terpolando los valores de los log Rf de las proteinas due unieron 5 a
DHT-3H en las muestras de homogeneizados de prdstatas "normales" huma-

nas.
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CAPITULO III

RESULTADOS

IIIA) Procesamiento de Muestras.

Fueron recolectadas y procesadas 26 muestras de prdstatas "normales"
humanas, con pesos que variaron de 15 a 25 g de las cuales fueron uti-

lizadas 10 muestras en base a su capacidad de unidn. A

II1IB) Determinacion de Proteinas Totales.

En este estudio, se efectuaron los primeros ensayos, con BSA utilizada
para la obtencidon de la curva estdndar en la determinacién de las pro-
teinas totales por el método de Lowry (24), obteniéndose una curva 1i-
neal (Fig. 1) de BSA en los 1imites de 10 ug a 100 pg. Con el objeto

de observar la estabilidad de la reaccién colorimétrica, en el método de
Lowry se obtuvo una grdfica de las variaciones de las lecturas de Abs
contra diferentes tiempos (Fig. 2), donde se observé que a mayor con-
centracidn de protefnas y conforme aumenta el tiempo entre las lecturas
de una misma muestra, aumenta la absorbancia de estas. Debido a la va-
riabilidad observada en el método de Lowry, se utilizd el método de
Groves, para cuantificar proteinas obteniéndose curvas estandares linea-
les en concentraciones de 10 ug a 100 ug de BSA ( Fig. 3 ). El1 resultado
fue que las lecturas de Abs no varian después de 48 horas, por 1o tanto,
se decidid utilizar este Gl1timo método para las determinaciones de pro-
teinas totales de los homogeneizados de préstata "normal" humana, inclu-

yendo en cada ensayo junto con las muestras problema una curva estandar
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CURVA PATRON DE PROTEINAS (LOWRY)

0.4}
Abs
X=660nm
0.34
0.2
CR=0.99856
m= 0.00327
b =0.010
0.1 1
(o] T T T T T T T T T T BeA
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 MQ
Fig. 1

Curva patrdn de albimina sérica bovina (BSA) para la determina-
cién de proteinas totales, utilizando el método de Lowry (24).
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DETERMINACION DE PROTEINAS (LOWRY)

Abs
1=660nm
04
4//_/(,"“
0“‘/
0.2+ ’{m-u
0i-
10 ug BSA
S K0 15 20 25 30 40 50 6 70 80 %0 00 10 120 1270
TIEMPO (min.)
Fig. 2

Variaciones en las lecturas de absorbancia (Abs) con respecto al tiempo
en el método de Lowry, utilizando tres concentraciones diferentes de
proteina (BSA).
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DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

(GROVES)
BiAbs CURVA ESTANDAR 1 = 224 - 233
0.34
Ve
0.24
0.1
m = 0 09227
CR = 09948
b =004
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ag BSA
Fig. 3

Curva patrdon de albimina sérica bovina (BSA) para la cuantifica-
cion de proteinas totales, utilizando el método de Groves (20).

E1 A Abs es la diferencia entre las lecturas de absorbancia to-

madas a dos longitudes de onda A=224-233 nm, representando cada

punto el promedio de tres determinaciones de BSA.
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de BSA.

En la Tabla II se muestran los resultados promedios de la cuantificacion
de las proteinas totales de las muestras que se utilizaron en toda la ex-

perimentacién en base a su mayor porcentaje de union.

TABLA 11

"Determinacién de Proteinas Totales por el Método

de Groves" A=224-233 nm
Muestra P3 P4 P5 P6 P7 Pg P10 P13
ug/ul 6.92 5.51 2.16 4.0 4.6 5.0 4.8 5.4
Muestra P P P P Poza Promedio Desviacion
15 20 e & Estandar
ug/ul 5.4 5.2 4.7 9.0 4.70 5.18 1.564

mites amplios de 2.16 a 9.0 ug/ul.
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I1IC) Determinacion de los Porcentajes de Unidon de las Protefnas que

Unen 5 aDHT-"H.

TABLA III
Porcentajes de Unidn a 5 aDHT-3H

Muestra vV (ml) % Unidn Muestra vV (ml) % Unidn
P3 0.280 22.4 P13 0.380 25.6
P4 0.360 31.9 P15 0.380 25.2
P5 0.930 22.1 on 0.390 22.2
P6 0.510 21.0 P21 0.430 32.3
P7 0.430 28.7 P23 0.222 22.0
P9 0.400 20.8 Poza 0.426 34.5
P10 0.420 28.7

En este experimento (Tabla III) se obtuvieron valores del 20 al 30% de
unidn con Tas muestras individuales y a excepcidn de la P4, que presento
en todas sus determinaciones un porcentaje mayor al 30% de unidn, solo la
poza presentd 34.5% de unién, valor aceptable para la continuacion del

estudio.

IIID) Electroforesis de Disco en Gel de Poliacrilamida al 7.7% de T en

Medio Alcalino.

Este método fue utilizado por considerarlo adecuado para identificar

a Tas proteinas especificas que unen 5 aDHT-3H en los sobrenadantes de
Tos homogeneizados del tejido prostdtico "normal" humano y después de
varios ensayos, para determinar las condiciones doptimas de aplicacion de

las muestras (cantidad, condiciones, etc.), se obtuvieron los siguientes
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resultados:

TABLA IV

Muestra % Union com

50% 31,000
Poza 37% 20,000

En este andlisis de la asociacion de 5a DHT-3H con los sobrenadantes de
los homogeneizados, se demostrd la presencia de proteinas con una alta afi
nidad de unién por el esteroide claramente distinguible de la unidn albi-
mina-esteroide encontrada en suero ( 11 ). La EGPA indicd que la proteiné
principal que une 5(IDHT-3H se localizaba en las rebanadas No. 15 y 16,
como se muestra en la Fig. 4 y otras dos proteinas con menor afinidad en
las rebanadas No. 3, 9 y 10. En los patrones electroforéticos también se
observé que en la muestra individual P4, existe una mayor afinidad de la
albdmina por la 5¢xDHT—3H con respecto a la que presentaron los otros
"picos" de unién y en la poza esta afinidad de la albimina disminuyé nota-

blemente.

IIIE) EGPA para la Determinacién de los Pesos Moleculares con Diferentes

Concentraciones de Geles en Medio Alcalino.

Curva estdndar de BSA para PM de proteinas.

En la Fig. 5, se presentan las bandas de BSA que resultaren de la EGPA
en medio alcalino. Se obtuvieron cuatro bandas en el gel del 5% y 5 ban-

das en los geles al 7%, 7.7% y 9% de T.

En la Fig. 6 son mostradas las grdficas de Ferguson de los log Rf de las
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Electroforesis alcalina de disco en gel de poliacrilamida al 7.7%
de T de una muestra individual P4 y una poza de homogeneizados in
cubadas con 5 uDHT-3H y tratada con una suspensién carbdn-dextran
al 0.125% de cada una.
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Fig. 5
Patrones electroforéticos en gel d2 poliacrilamida de BSA, tefii-
dos con Azul Brillante de Coomassiz G 250 y desarrollados a di-
ferentes concentraciones del gel (5%, 7%, 9% y 11%) para la ob-
tencién de 1a curva representada en la figura 6.
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GRAFICA DE FERGUSON

ALBUMINA

b= 1.7239
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Fig. 6
Curva patrén de los log de las movilidades electroforé-
ticas (log Rf) de los agregados moleculares de albimina
sérica bovina (BSA) contra concentraciones variables de
gel (curva de Ferguson). Albimina: monémero; 3a, dimero;
2a, trimero; la. tetramero.
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bandas de BSA A,-A5 en funcidén de la concentracion del gel. La Tabla V
muestra las cifras de las movilidades electroforéticas de los polimeros
de BSA en EGPA a diferentes concentraciones de T y sus pendientes resul-

tantes de las curvas de Ferguson.

TABLA V
Re

5T 5% 74 7.7% 9% m
BSA

A 0.9222 0.6924 0.6601 0.5199 0.8797
A, 0.7317 0.4717 0.4045 0.3041 0.8238
Ay 0.5933 0.3316 0.2705 0.1853 0.7460
A, 0.4879 0.2190 0.1655 0.0983 0.6881
As 0.4064 0.1667 0.1220 0.0684 0.6275

La grdfica de la Fig. 7 muestra los valores de m en funcién de los PM

mostrados en la Tabla VI.

TABLA VI
Proteina Abreviatura PM
BSA Monomero A1 66,000
Dimero A2 132,000
Trimero A3 198,000
Tetramero A4 264,000
Pentamero A5 330,000
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GRAFICA DE LAS PENDIENTES DE LAS RECTAS DE LA MOVILIDAD RELATIVA (Rf)
CONTRA EL PESO MOLECULAR DE LAS UNIDADES DE BSA

=
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PESO MOLECULAR X 1074

Fig. 7

Curva estdndar para la estimacion de los pesos moleculares de pro-
teinas. Las ordenadas representan las pendientes obtenidas de las

curvas de Ferguson (Fig. 6) y las abscisas, los pesos moleculares
de los agregados moleculares de albdmina sérica bovina.
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Determinacién de los pesos moleculares de las proteinas que unen 5 aDHT-3H

del homogeneizado prostatico.

Los resultados mostrados en la Fig. 8, son las tinciones de los geles de
cada concentracion (5%, 7%, 7.7% y 9% de T) de la EGPA alcalina, donde
aparecen los desplazamientos cada vez mayores de las proteinas de la poza

de homogeneizados a medida que disminuye el tamafo del poro del gel.

En los patrones electroforéticos de las proteinas que unen 5 uDHT-3H, ob-
tenidos de las EGPA alcalinas con 4 concentraciones diferentes de gel, se
definieron 4 picos de unién de 5 uDHT-3H, (Fig. 9) cuyos valores de Rf

se resumen en la Tabla VII.

TABLA VII
T 5% 7% 7.7% 9% m
Pico de
Unidn
10 0.1663 0.0761 0.0578 0.0348 0.6763
20 0.3253 0.1628 0.1277 0.0814 0.7072
30 0.4619 0.3127 0.2728 0.2117 0.8227
Alb 0.9089 0.7036 0.6541 0.5447 0.8798

De las graficas de Ferguson representadas en la Fig. 10, se determinaron
los valores de las pendientes de las curvas lineales, los cuales se inter
polaron en la curva estdndar de BSA (Fig. 7), para la obtencitn de los
siguientes valores (Tabla VIII) de pesos moleculares para las proteinas
que unieron 5 aDHT-aH en los sobrenadantes de homogeneizados de prosta-

tas "normales" humanas.
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Fig. 8
Patrones electroforéticos tefiidos de la poza de homogeneizados de

prostatas "normales" humanas a concentraciones de 5%, 7%, 7.7% y
9% de acrilamida (% T).
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TABLA VIII

Pesos Moleculares de las Proteinas que unen S(xDHT—3H en los sobrenadan-

tes de la Poza de Homogeneizados del Tejido Prostdtico "Normal" Humano.

Proteinas Peso Molecular
Primera 276,102.0
Segunda 241,186.0
Tercera 110,678.0
Albimina 65,542.0

IIIF) Estandarizacion de Proteinas para la Determinacidn de Pesos Molecu-

lares con la Técnica de EGPA con SDS.

Para la obtenci6n de la curva de PM de proteinas, utilizando 1a técnica de
la EGPA al 10% de T y en presencia del detergente anidnico, dodecil sulfa-
to de sodio (SDS), fueron utilizadas 7 proteinas con pesos moleculares ya

caracterizados.

La Fig. 11 muestra la grdfica en papel semilogaritmico, de una curva uni-
forme de los PM de las proteinas conocidas contra sus movilidades electro-
foréticas, teniéndose en la Tabla IX los valores para la curva estdndar

de Tos pesos moleculares en EGPA con SDS al 10% de T.
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TABLA IX

Proteina PM X 1074 R

Hemocianina 7.00 0.2134
BSA Mondmero 6.60 0.2356
Oroalbimina 4.50 0.3799
Pepsina 3.47 0.4779
Tripsindgeno 2.40 0.6168
B-lactoglobulina 1.84 0.7170
Lisosima 1.43 0.8120

Los valores de los Rf obtenidos para las proteinas que unieron 5<:DHT-3H
después de la EGPA al 10% de T con SDS (Fig. 12) no se pudieron interpo-
lar dentro de 1a curva estdndar de proteinas por tener distancias de mi-
gracidn muy pequefias en este sistema.
E1 ensayo anterior se realizé al 5% de T, con las proteinas estandares
de la Tabla IX, la curva obtenida con los Rf de las bandas de los mondme-
ros de las proteinas después de la EGPA con SDS al 5% (Fig. 13) es lineal
pero 1o que se intentd fue tratar de obtener una curva con los Rf de po-
1imeros de estas proteinas para PM mayores de 10 x 104. Los Rf obtenidos
de estos polimeros dan una curva no lineal con la cual no se puede hacer
una interpolacion de los Rf de ‘1as proteinas desconocidas, no pudiéndose
obtener ningin resultado de los pesos moleculares de estas proteinas que
4

poseen un peso molecular mayor de 10 x 10" con el método de EGPA con do-

decil sulfato de sodio.
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Fig. 12
Patrones electrcforéticos (al 10% de T) tefiidos de las proteinas de la

poza de homogeneizados de prdstatas "normales" humanas que unieron 5o
DHT-3H, semipurificadas mediante 1a elucion de las rebanadas de geles
obtenidos en electroforesis previa.
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Fig. 13
Patrones electroforéticos tefidos desarrollados en electroforesis al-
calinas con SDS al 5% de T de las proteinas semipurificadas de la po-
za de homogeneizados de prostatas "normales" humanas que unieron 5 o

DHT-3H.
i



CAPITULO IV

DISCUSION

En el estudio de las muestras recolectadas de préstatas "normales" huma-
nas, no fue encontrada ninguna correlacidn entre la edad del individuo,
la concentracién de proteinas totales/ ul y el porcentaje de unidn de

5 aDHT—3H; por ejemplo, las muestras P4, P7 y PlO’ pertenecientes a in-
dividuos con edades de 60, 40 y 30 afios respectivamente, presentaron por
centajes de unién muy semejantes (Tabla III) y por otra parte las mues-
tras que contienen 2.16 y 9.0 ug de proteina/ pl de homogeneizado, poseen

ambas un porcentaje de unifn del 22%.

En la determinacidn de las proteinas totaies de los homogeneizados de
‘préstatas "normales" humanas, se intentdé utilizar el método de Lowry (24)
pero no obstante que este método es sensible en el orden de microgramos

y relativamente no afectado por &cidos nucléicos presentd variaciones en
las lecturas de absorbancia de las alfcuotas de una sola muestra tomadas
a diferentes tiempos (Fig. 2), segiin reportes realizados por Groves,
pavis y Sells (20), el método de Folin-Lowry, tiene las desventajas si-
guientes: es inexacto en presencia de sulfato de amonio, guanina, glicina
y otros materiales bioldgicos y ademds la suma de color varia con dife-
rentes proteinas, no siendo estrictamente proporcional.a la concentracion
de las mismas. Debido a estos inconvenientes se utilizé para la determi-
nacién de proteinas totales el método reportade por Groves, cuyos resulta
dos indican que con la seleccién adecuada de dos longitudes de onda

( isoabsorbancia) en los 1imites de 2240 R a 2400 R se pueden medir canti

dades hasta de ug de proteinas con adecuada exactitud, en presencia de
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acidos nucléicos. En'sintesis, las ventajas que presenta este método son:
la factibilidad de realizar determinaciones rdpidas de concentraciones de
proteinas de 5 a 100 ng; permite el uso de cualquier sistema amortiguador
excepto los que contengan grandes cantidades de compuestos que absorban la
luz en la region sefialada, elimina la absorci6n interferente debido a la
presencia de dcidos nucléicos y permite el examen subsecuente de otras pro
piedades de la muestra, por ejemplo: radiactividad, actividad inmunolégi-

ca, actividad enzimdtica, etc.

La identificacidon de un receptor de.esteroides en un tejido depende de la
demostracion reproducible de una alta afinidad con niveles variables en
capacidad de la proteina por el esteroide, siendo posible diferenciar las
propiedades fisicoquimicas de estas proteinas. Segiin Geller, Thomas y
Albert (20), los receptores de andrdgenos deben ser diferentes de la
TeBG sérica (globulina con capacidad de unir testosterona y estradiol),
sin embargo, algunos investigadores informan (21) que los "picos” de unidn
encontrados en electroforesis y gradientes de sacarosa por ultracentrifu-
gaci6n de la proteina que une especificamente 5<xDHT—3H en prostata huma-
na con hipertrofia benigna eran similares a los encontrados en suero san-
guineo para 1a hormona sexual unida a globulina, no habiéndose determina-
do las caracteristicas fisicoquimicas de estos complejos esteroide-pro-

teina.

La electroforesis alcalina en gel de poliacrilamida de disco al 7.7% de
T que se realizd a la poza de homogeneizados de prdstatas "normales" hu-
manas incubada con el esteroide radiactivo después del tratamiento con

Carbdn/Dextran, con lo cual se eliminé la radiactividad no unida en for-

ma especifica evidencid la existencia de cuatro proteinas que unieron
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5 aDHT-3H, presentando algunas diferencias en sus propiedades fisicoqui-
micas como son el peso molecular y el Rf representadas en la Fig. 4, don-
de encontramos dos "picos" de unidn con Rf= 0.0578 + 0.0127 y Rf= 0.1277
+ 0.006, los cuales no presentaron ninguna semejanza en caracteristicas
fisicoqufmicas con las proteinas plasmaticas que unen andrdgenos, repor-
tadas hasta la fecha; es obvio un tercer "pico" de uni6n que presenta

una gran afinidad por la 5 aDHT-3H con baja capacidad de unidn y Rf=
0.2728 + 0.0148 (en gel al 7.7%) y de 0.3127 + 0.009 en el sistema de
electroforesis al 7% de T, siendo este G1timo similar al Rf de 0.32 en
este sistema para la TeBG sérica caracterizada por Hansson (22); Cor-

vol (23) y corroborado en este Taboratorio. E1 cuarto "pico” de unidn en-
contrado con Re de 0.6541 + 0.013 correspondid a la albimina plasmatica

revelando una alta capacidad de unién.

En el transcurso del estudio encontramos por un lado que a mayor tiempo
de congelacion de los homogeneizados, 1a afinidad de las proteinas que
unen 5 aDHT-3H, disminuyd notablemente y por otro, la afinidad de la al-
bimina para 5 aDHT-3H se encontré disminuida en la poza de homogeneiza-
dos en relacién con la muestra individual, por 1o que suponemos que la
centrifugacién de 15,000 xg (11,000 rpm) aplicada a la poza eliminé par-
ticulas conteniendo gran cantidad de albimina pudiéndose deber ademds

a que al formarse la poza se uniformiz6 en menor cantidad de concentra-

cidén de TeBG, albimina, etc., presentes en las muestras individuales.

Los estudios realizados en EGPA para la determinacidn de pesos molecula-
res (24), confirmaron que es una metodologia conveniente para nuestros
propésitos, ya que pueden ser determinados los pesos moleculares de mi-

crocantidades de protefnas en una mezcla. Mediante este método se deter-
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mind la relacién entre los pesos moleculares y la movilidad electroforé-
tica, minimizando la diferencia de carga al utilizar estdndares de
series multiméricas de proteinas y geles de diferente tamafio de poro o
tamiz. En la actualidad es dificil saber porqué las proteinas que di-
fieren mucho en composicidn de aminodcidos y en consecuencia en sus pun-
tos isoeléctricos siguen un patrdn general en este sistema, siendo una
posible explicacidn que el efecto tamizante del gel, el cual es una fun-

cién exponencial,contrarreste el efecto de la carga.

En la Fig. 5 se muestran las movilidades electroforéticas relativas de
los agregados moleculares de BSA en EGPA en cuatro concentraciones dife-
rentes de gel, determindndose por este método, los pesos moleculares de
las proteinas que unen SchHT-3H en el sobrenadante de los homogeneiza-
dos del tejido prostdtico "normal" humano, encontrandose entre pesos mo-
leculares de 65,500 a 271,000, los cuales presentaron una relacion lineal

con las pendientes resultantes de las curvas de Ferguson.

E1 método reportada por Weber y Osborn (19), para la obtencion de los
pesos moleculares tiene como fundamento la ruptura de uniones, tales como
puentes de H, mediante la unién de iones dodecil sulfato da las proteinas
logréndose asi la separacion de las proteinas desnaturalizadas en elec-
troforesis en gel de poliacrilamida, asumiéndose que la carga individual
inherente a cada proteina fue totalmente cambiada por la uni6n de anio-
nes del SDS, volviendo todas las moléculas con carga negativa. La elec-
troforesis en gel-SDS al 10% y 5% di6 excelentes resultados para pro-
teinas de pesos moleculares entre 15,000 y 70,000 (Fig. 11y 12). La
dificultad se presentd al tratar de determinar en las proteinas que unen

5 aDHT-3H con pesos moleculares mayores siendo los valores de Rf bajos
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a este pH, y desnaturalizacidn de estas protefnas. Para obtener 1os pesos
moleculares de las proteinas que unen 5chHT-3H , se efectud previamente
una semipurificacién de estas, en EGPA alcalina a pH 8.3, en la cual es-
tas proteinas no perdieron su actividad (capacidad de unidn). Mediante
este procedimiento fueron obtenidos resultados positivos, las proteinas
separadas, una vez eluidas de sus respectivas rebanadas del gel y Tiofi-
1izadas fueron desarrollados nuevamente en EGPA al 10% y 5% de T con
SDS. Estas proteinas debido a sus pesos moleculares elevados y tal vez
al pre-tratamiento utilizado (concentracidn de sales, debido a la liofi-
lizacidn), presentaron una gran resistencia de migracion en este si§tema
por 1o que se infiere que para la aplicacion del método EGPA-SDS en la
determinacidn de los pesos moleculares de las proteinas que unen 5aDHT-
3H es necesario encontrar un tratamiento mds adecuado para la purifica-
cién de las protefnas del tejido prostatico "normal" humano con la uti-
1izacién de estindares de BSA (dfmero, trimero, tetramero, etc.) en ge-
les al 5% de T o patrones de proteinas con pesos moleculares mayores de

70,000.
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CONCLUSIONES

Para la determinacidén de las propiedades fisicoquimicas de las protefinas
especificas que unen 5<IDHT—3H en homogeneizados de prdstata "normal”
humana, es conveniente realizar una purificacion de ellas, con elimina-
cion de la albimina plasmdtica puesto que su interferencia es mﬁy ele-

vada, por ser una proteina inespecifica con gran capacidad de unidn.

Con la utilizacién de la EGPA fue factible obtener las diferencias en

los R. de las proteinas que unen esteroides y determinar los pesos mo-

f
leculares utilizando diferentes concentraciones de geles, siendo un pro-
cedimiento confiable para la caracterizacion preliminar de los compo-
nentes protéicos de una mezcla, dentro de amplios 1imites de pesos mo-

Teculares.

La EGPA con dodecil sulfato de sodio puede ser usada con confiabilidad
para una gran variedad de proteinas con pesos moleculares entre 15,000
-70,000, siendo principalmente adecuado para el cdlculo de pesos molecu-

lares de proteinas individuales.
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ABREVIATURAS GENERALES

Abs Absorbancia

ABF Azul de bromofenol

Ae Actividad especifica
b Interseccion con el eje de las ordenadas
C Entrecruzamiento (N,N'-Metilen-diacrilamida)
Ci Curies
C/D Suspension de Carbén-Dextrdn
cpm cuentas por minuto
CR Coeficiente de Regresidn
DO Densidad Gptica
dpm Desintegraciones por minuto
E Eficiencia

EGPA Electroforesis de disco en gel de poliacrilamida

fio Frente idnico
X g Fuerza gravitatoria
log Logaritmo
LV Luz visible
A Longitud de onda
m Pendiente
mA Miliamperios
n Control radiactivo tratado con carbdn
nm Nanometro (10'9 metros)
ﬁ Homogeneizado de tejido prostdtico "normal" humano
PM Peso molecular ‘
R Referencia
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Re Movilidad relativa
RIA Radioinmunoandlisis
rpm Revoluciones por minuto
T Acrilamida
t Control radiactivo sin tratamiento con carbdn
ug Microgramos (1078 gramos)
ul Microlitros (10'6 litros)
uv Luz ultravioleta
Ve Promedio
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