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NOMBRES TRIVIALES Y SISTEMATICOS DE LAS ENZIMAS 
Y ESTEROIDES EMPLEADOS EN EL TRABAJO. 

1NOMBRE TRIVIAL NOM-BRE SISTEMATICO 

ENZIMAS 

' 
3~ -ol deshidrogenasa .••....•••.• 
(.31' -hidroxiesterolde 
deshidrogenasa). 

3 ~ -hidroxiesteroide: 
NAD(P) oxidoreductasa 

17 ,_20 desmolasa 17,20 asteroide liasa 

20,22 desmolasa 20,22 asteroide liasa 

S el-asteroide reductasa •. •...... ·S oc -Es teroide: (aceptor) 
(asteroide A4-so&-des- t::..4-oxidoreductasa.· 
hi~rogenasa) •. 

17t:i. -hidroxiiasa ••.•••.•.•.••.•. 
(asteroide 17 ae. ·hidroxi­
la:sa). 

20 o!. -hidroxilasá •••••••••••••.•• 
(esteroide ·2.0 d.-hidroxi-, 
lasa). 

22 hidroxilasa ·······~·········· 
(esteroide 22 hidroxilasa) 

A 4..; AS-Isomerasa •..••••••••••• 
(esteroide -isomerasa). 

Esteroide, NADP reduci 
do: oxigeno oxidoreduc 
tasa (17ot-hidroxila :­
ci6n) •. 

Esteroide, NADP reduci 
do: oxidoreductasa. 

Esteroide, NADP reduci 
do: oxígeno, oxidare:" 
ductasa (22 hidroxila­
ci6n). · 

3-~etoesteroide A 4-
A. - isomerasa. 



~ II 

17 (? · reductasa •••••..••••..•• , 
e 17 ra ~ hidroxiesteroide 
deshidr~genasa). 

ESTERO ID ES 

3o(· ,S (:.(~androstandiol 

.O S- androstenediol 

~4-androstendiona 

Andros terona ............. • ... . 

Colesterol 

Cortisol .... • ................ . 

Dehidroepiandrosterona 

Dihidrotestosterona 

Etiocolanolona 

17 .,( - hidroxipregnenolona 

17 f-1 -hidroxies teroide: 
NAD(P) oxidoreductasa. 

S ~-androstan-3ol., 17 -
diol • 

S-androsten-3 ~, 17 ~ -diol 

4-~ndrostan-3,17-diona 

3o( -hidroxi~ S cX-andros­
tan-17-ona. 

s-colesten-3 ~-al 

11 ~, l7 D4- 21 Trihidroxi 
4 pregnen-3,20-diona. 

31!> -hidroxi-S-androsten-
17-ona. 

17/!> -hidroxi-SeiiC -andros­
tan-3-ona. 

3 ot ·hidroxi- S~ -andros­
tan-l7-ona. 

3 f3_,l7G( -dihidroxi 
5-pregnen-20-ona. 
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Pregnenolona .................. 

Progesterona 

Testosterona .................. 

3 P-hidToxi~S-pregnen-
20*ona. 

4-pregnen-3,20-diona. 

l7f> -hidro.xi-4-androsten 
3-ona. 

·ABREviATURAS EMPLEADAS BN EL TRABAJO 

ADN ••••••• · •••••••••••••••••.•• 

ARN ••••••••••••••••••••••••••• 

Ci 

S o< -DHT 

dpm ........................... 

BDTA ...... • ................... . 

FTC ............................ 

FTIC ............................. 

g •••••••••••••••••••••• -~ • ·• •••• 

Acido deso.xirribonucléi­
co. 

Acido Ribonucleico. 

Curie 

S d. -dihidrotés tos terona. 

Desintegracio.nes por mi­
nuto. 

Btilendiamin Tetracetato 
disódico, 

Feminización Testicular· 
completa. ' 

Feminización Testicular 
incompleta. 

Gravedad. 
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HBF •••••••••••••••• • -· • • • • • • • • , 

HL 

Ka •••••••••••••••••••••• li •••• 

Kd ........................... 
LH-RH •..••.•..•.•.•••••.•••••• 

MBM 

NADPH ...................... 

PBS 

S ........................... ~ . 
SFT 

SHBG .• ............... . 

Tfm .•••..•••••••.••••.••.••.•.•. 

Hormona estimulante del 
folículo. 

Hormona luteinizante •. 

·constante de asociación. 

Constante de disociación. 

Hormona liberadora de go­
nadotropinas. 

Medio esencial mínimo. 

Nicotinamida adenina di­
nucleótidó fosfato, for­
ma reducida. 

Solución amortiguadora de 
fosfatos. 

Unidades Svedberg. 

Síndrome de Feminización 
Testicular. 

·Proteína transportado~a 
de hormonas sexuales .• 

Feminización Testicular 
en ratones. 



I. ANTECEDENTES 

Los estudios pioneros de Paul Ehrlich (1) a prin­

cipios del siglo; permitieron formular por pr:bnera vez el 

concepto de·receptor, al cual se demostró con el término 

de ligador. Este concepto es·válido hasta la actualidad 

en lo·que se refiere a la afinidad que ciertos tejidos 

tienen por sus ligandos, afinidad que está determinada 

por la presencia de receptores en las células -blanco, dan­

do ;lugar a la formación de comp-lejos hormona-receptor, o 

de complejos ligando-ligador, como lo llamó Eh~lich. 

Actualmente se define como receptor, a una macromo- . 

lécula membrana! o· intracelular de. naturaleza protéica, 

que se une específicamente y con alta afinidad a una pr.Q_ 

teína, un esteroide o una droga. La formación de este 

complejo·Proteína-Receptor, Esteroide-Receptor o Droga­

Recept(.)r dá lugar a una serie de eventos intracelulares 

que resultan en una acción o efecto específico. 

!<úl1 cuando hasta el momento actual no se ha carac• 

terizado la e.structura íntim.a de los receptores para hor 

monas esteroides, como sería ei conocimiento de la natu­

raleza de lo.s aminoácidos y ·su secuencia, se acepta que 

estas macromólécuias para funcionar·como receptores, re­

quieren poseer las caracterfsticas de una protefna glob~ 
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lar con su más alto nivel de complejidad estructural. La 

estructura cuaternaria, les permite disociarse en sub-tmi­

dades de menor tamafio facilitando su función; la integri­

dad de su estructura terciaria, les permite el acoplamie~ . 
to a su ligando, y la secuencia determinada de amino áci-

do~ les confiere especificidad en la interacc~ón con su 

ligando (1). 

Los objetivos fundamentales en el estudio de recep­

tores se han orientado por una parte, al esclarecimiento 

de los mecanismos !ntimos que intervienen en la interac 

ción de las dos moléculas reactantes, y por otra al es­

tudio de la función biológica que el complejo Receptor -

Ligando tiene_. 

En la interacción de la macromolécula receptora con 

su li_gando, juegan un papel relevante las caracter!sticas 

estructurales de la prote!na receptora, as! como la disposi 

ción y número de sitios ~ctivos que posee, y por otra pa~ 

te las características del ligando son también fundament~ 

les; por ejemplo cuando el ligando es un compuesto esteroi 

de, el tipo de grupos reactantes y su arreglo espacial, es lo 

que confiere especificidad a la unión, y lo que determina 

el tipo de unión no covalente que se establecerá. La mol! 

cula esteroidal ·puede. unirse en forma inespecífica a 
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otro tipo de moléculas tales como aminoácidos, ácidos 

nucléicos, lípidos, purinas u otro tipo de proteínas 

que no tienen función de receptor, obedeciendo simple­

mente a la~ reglas de polaridadr estableciéndose uhio-

·nes de tipo hidrofóbico que ·son las que operan en el 

tipo de unión no especifico. 

Los esteroides (2) son compuestos orgánicos que 

contienen el nticleo del ciclopentanoperhidrofenatreno, 

e incl~yen gran cantidad de compuestos entre los que se 

encuentran los ácidos· biliares, las hormonas corticosu­

prarrenales y gonad~les entre otros. 

Entre las hormonas esteroides gonadales se encuen 

tran los compuestos deTivados del n1lcleo del anctrostáno, 

que poseen 19 átomos de carbono en su molécula (Fig 1). 

formando cuatro anillos: A, B, e y D, y dos metilos an-
-. 

guiares, los cuales se encuentran por encima del plano 

de la molécula (posición 1- ) . 

FIGURA No •. 1 
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Los compuestos derivados del androstano tienen en 

mayor o menor grado actividad androgénica (actividad 

anab61ica y/o "V'irilizante), por lo que se les designa ge-
-

néricamente con el nombre de andr6genos. La testostero-

na presenta en su estructura química un doble enlace en 

tre los carbonos 4 y S, en ·el carbono 3 tiene un grupo 

cet6nicó, y en el carbono 17 un~ alcoh61ico en posi 

ción fo (Fig 2) •. 

OH 

FIGURA No. ·z 

La testosterona es una hormona androgénica produ­

cida por las células intersticiales de Leydig (3,4),que 

están distribuidas en el estroma entre los túbulos semi 

níferos (5), y tienen la capacidad ·de biosintetizar la 

hormona a partir de acetato (6, 7.). 

La síntesis de testosterona en los testículos se 
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inicia a partir de acetato, el cual uriido a la Coenzima 

A (6,7) forma la acetil Cpenzima A, la que a través de 

una serie de reácciones bien conocidas, coridÚce a,:la for­

mación de ácido mevalónico que es un intermediario en la 

biosíntesis de colesterol. El ácido meval6nico forma -

un pirofosfato, constituyendo una unidad isoprenoide,. -

que al reaccionar con- o·tras unidades isoprenoides for­

ma el escualeno de 30 átomos de carbono. Este compues­

to se cicliza formando lanosterol, que al perder ·:tres 

metilos y modificarse en algunos puntos de insaturación, 

dá lugar a la formación de colesterol. 

A partir de. colesterol (27 .átomos de carbono) .se 

forman los ester.oides androgénicos como se muestra en 

la F1g 3. La conversión de colesterol a pregnenolona, 

se lleva a cabo a nivel mitocondrial mediante la hidro­

xilación·' de los carbonos 20 y 22. Subsecuentemente, la 

enzima 20,22 desmolasa rompe la cadena lateral del co­

lesterol dihidroxi~ado, y dá_ como resultado una molécula 

de 2l átomos de carbono que contiene el núcleo del preg­

nano, que es la pregnenoúma y que no posee actividad 

hormonal. 

Por acción de 2 enzimas, la 3~-ol deshidrogenasa 

y la A 4, A 5-isomerasa la estructura .6.5-3p-Hidroxi dé 
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la pregnenolona se convierte en una e~tructura fl. 4 -3-ceto. 

El compuesto resultante es la progesterona que posee 

gran actividad hormonal (Fig-3). 

Posteriormente la progesterona se hidroxila en po­

sició.n 17Ctlt., formándose la 17 -"-hidroxiprogesterona; esta 

molécula sufre una ruptura entre los carbonos 17 y 20 

por acción de la 17,20 desmolasa, formándose un compues­

.to.de 19 átomosde carbono que es la androstendiona, que 

al reducirse en posición 17~ se convierte en testoster~ 

na. Además de la ruta biosintética qescr:i:ta ( A 4), ex 

isten vías al ternas como la llamada ruta de los !:t. 5 

(Fig. 3), 

·~ .. · . . La función e~dóc.r:i,;n~ de los testículos está regul.! 
~· ·.t· ..... ,;. . . . . 

da por las ·gonadotropinis,'que"sort hormonas de naturale-

za protéica producidas en la ad~nohipófisis. La hormona 

estimulante del folículo ÜIEF), estimula la ganietogéne -

sis tanto en gcSnadas femeninas comomasculinas, y la ho.r. 

mona luteinizante (HL) ·estimula la esteroidogénesis . · en 

las célu~as de Leydig. A su vez la producción tanto de 

HEF como de HL, están reguladas por la hormona hipotalá­

mica liberadora de gonadotropinas (LH-RH) (8,9). 

La testosterona circula por el plasma unida a una 

proteína transportadora., que es un ' -globulina que se 



ACETATO -..-..--. 

HO 

20 ~HIDROXILASA 
22 R HIDROXILASA 

20 «., 22-c27 

. 1 3 d , d ISOMERASA . ~Ha 
CH ~S P~EGNENOLONA ~7«. HIDROXILASA 

. róO 3/301 DESHIDROGENASA DSec:~OH 

0~GESTERONA ;:,.., 17Cl(. HtDROXt 
HO · 

ll7aC. HIDROXILASA 1 PREGNENOLONA 
~Ha 17,20 DESMOLASA 

- r-ó~OH ~o 
~HIDROXI- DEHIDRO EPI-

o PROGESTERONA HO ANDROSTERONA 

. !17,20 DESMOLASA !t7/1REDUCTASA 

O OH 

0~ROSTEND; ONA HO~NOROSTENOIOL 
~aREDUCTASA 

~ OH 

aSO o 
TESTOSTERONA 

FIGURA No. 3 

ft, d4 ISOMERASA 

/ 3,1 ol DESHIDROGENASA 
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conoce con el nombre de proteína transportadora dé hor­

monas sexuales (SHBG), la unión de la testosterona a 

esta globulina, comparte las mismas caracteristicas de 

unión que se mencionan posteriormente en el caso de re-

~eptores. El peso molecular de la SHBG es de 52,000 a 

.110,000 daltones, su Ka a 4 °C es de 1.2 X 109 M- 1 (10), 

y su coeficiente de sedimentación en ultracentrifugación 

es 48. Al ser transportadi e~ la sangre,la-testosterona 

llega a los diferentes tejidos .en ~onde va a ejercer su 

acción,. a los cuales se les denomina ó-rga_11o b.l~nco.. Cuan­

do la testosterona llega a dicho~ tejidos,· se deslig• ~. 

de la proteína transportadora, y en su fol'IIU!: libre penetra 

al· interior- de la célula, a través de la membrana por :un 

mecanismo de difusión pasiva •. 

· Los efectos de la testosterona dependen tanto de 

su acción "per se" como·d.e -algunos de sus metabolitos, 

de los cuales. el compuesto S -'-re~ucido conocido como 

S~ -dihidrotestosterona (Sot-DHT) es el mas ·importante. 

En la .fomación de este metabóii to, el doble enlace .del 

anillo A de la testosterona¡_se reduce por acción déuna 

enzima dependiente dé NADPH que es .la S Cll-esteroide re":' 

ductasa.; Esta enzima de localización nuclear y citopla§. 

mática, se encue'ntra en prácticamente todos los tejidos 

andrógeno-dependientes, y es diferente de la 50<-esteroi 



9 

de reductasa hepática de localización.microsoinai. Otro 

metabolito intracelular de la testo$terona, y que posee 

gran efecto androgénico es el 3 ct, 5 « -androstandiol, 

mientras qtie la ~ 4-androstendiona, la andr.osterona,y 

la eticolanolona, entre otro~, tiene~ menor efecto an­

drogénico. 

El tipo de unión que se lleva a cabo.entre el re­

~eptor y ~1 esteroide, debe de reunir las siguientes ~a 

racte~ísticas (1):. 

· a} . 'ESPECIFICIDAD. 

E-sto significa ,que la molécula protéica receptora 

es altamen-te discrimina ti va, y se unirá sólamente 

· a otra molécula con características químicas bien 

definidas. 

b) CAPACIDAD. 

Qtie se refiere a una característica. cuantitativa 

del receptor, limitada por el ntlmero de Si ti os ·af. · 

tivos, los cuales son·s'usceptibles'de ser satura­

dos. La-baja capacidad de uni6n de un receptor':" 

con su ligando específico, es una característica 

que .ha sido utilizada para estudios diferenciales 
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'de unión específica e inespecífica, mediante el 

empleo del esteroide isotópicamente marcado y no 

marcado. El asteroide marcado unido específica­

mente a los sitios activos del receptor, es sus­

ceptible de ser desplazado de sus sitios de unión 

por la adición de cantidades crecientes de aste­

roide no radiactivo, debido a la baja capacidad 

que le confiere el número limitado de sitios ac­

tivos de unión. Por el contrario, el asteroide 

isotópicamente márcado unido inespecíficamente, 

no se desplaza con la adición aun de grandes ex­

cesos de asteroide no radiactivo, puesto que las 

. posibilidades que existen de unión inespecífi~a 

son ilimitadas y por lo tanto no susceptibles de 

ser desplazadas (Fig 4). 

e) -ÁFINIDAD. 

La afinidad de unión entre el Receptor y la Hor~ 

mona, está deter~inada por las constantes de aso­

ciación (Ka) y de disociación (Kd) de la unión, 

que es de tipo no covalente, reversible y disocia 

ble, estas constantes se obtienen del desarrollo 

de la ecuación: 



- 11 

COMPETENCIA DE UNION DE UNA HORMONA MARCADA 
RADIACTIVAMENTE CON UNA NO MARCADA 

·-. E 
Q. 

-a 

z 
o 
z 
::;) 

w 
o .,. 

UNION ESPECIFICA 

CONCENTRACION DE HORMONA 
NO RADIACTIVA 

FIGURA No. 4 
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E + R ER 

E asteroide 

R receptor 

ER complejo hormona~receptor 

K1 constante de veloci.dad con que se 
~orma el complejo ER 

K2 constante de :velocidad con que se 
disocia el complejo ER. 

De acuerdo a la·Leyde Acción de Masas: La velo­

ci.dad de reacción química, es proporcional al producto 

algebraico de los reactivos, cada uno de ellos elevado 

a la potencia de su coeficiente en una ecuac·ión blancea 

da. 

Así: 

= (E) (R) 

= (ER) 

donde V = .'Velocidad~ · 

En el equilibrio, la velocidad en ambas direccio­

nes -e·s igua-l; por lo que: 
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(K1) (E) (R) = (Kz) (ER) , 

dividiendo la ecuación entre: 

y (E) (R), 

tenemos: 

K1 
= (EfERtR) ·' K2 

de donde el valor: 

K1 1 Kz . 
d.á la constante de asociación en el equilibrio: 

tea = 

y el recíproco de Ka, dará la constante de disociación 

· en el equllibrio: 

Kd = = .. ·r 
-¡ca-

Los. estudios metabólicos de· Loeb y Wilson (11), -

P.ermi tieron un mayor -avance en el conocimient9 de la interac-
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ción de las hormonas androgénicas con su receptor, a ni­

vel de tejidos accesorios m~sculinos. Estos autores de­

mostraron, que después de la administración de testoste­

rona tritiada a ratas castradas,_ el asteroide se unía a 

receptores en próstata y-vesículas seminales. 

Por otra parte, los estudios pioneros de Liao (12), 

Baulieu (13), y Mainwaririg (14); mediante la utilización 

-de gradientes de sacarosa -de baja fuerza iónica, penniti~. 

ron la caracterización parcial de este receptor de cito­

sol para testosterona y dihidrotestosterona. 

El coeficiente de sedimentación del receptor en ul­

tracentrifugación, dependiendo del procedimiento utiliz~ 

do_ para su es.tudio ha sido informado entre 8 y 9. SS. Ex­

perimentalmente, en presencia de altas concentraciones -

iónicas logradas mediante la adición de sales, la macro­

molécula receptora se disoci~ en subunidades de menor ta 

,naño con coeficientes de sedimentación entre 4 y SS, de 

acuerdo a Baulieu (13), y de 3.SS de acuerdo a los halla~ 

gos de Liao (12). 

Otras características fisicoquímicas del receptor 

en su forma no disociada que han sido establecidas por 

varios investigadores, incluyen la determinación del pe-
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so molecular, que es alrededor de 276,eoo daltones, su 

constante de disociación que oscila de 2.4 a 4.0 X 10-9 M, 

y punto isoeléctrico a un pH de 5.8 (15). 

En forma similar a lo descl"i to para estrógenos (16) 

y progesterona (17), el complejo testosterona-receptor 

del citosol es transportado al nOcleo mediante un prot~ 

so activo. La actividad de este proceso de transporte 

fue demostrado por Lia:o (_18}, quien informó que los nO-
. . 

cleos obtenidos de próstata de ratas castradas no conte 

nían receptores capaces de.unir andrógenos, y, que la­

exposición de estos nOcleos a dihidrotestosterona· libre, 

no resultó en la formación del complejo Dihidrotestoste­

rona-Receptor nuclear, lo que demostró que el fenómeno -

de transporte Citosol-nOcleo del complejo ho.rmona-recep­

es activo., y requiere su formación en el (:i toso l. Las CO!! 

diciones óptimas de temperatura para que se realice este 

fenómen6 de transporte, han sido e~tablecidas entre 25 y 

37 °C. 

Aunque la naturaleza exacta del compone~te nucle­

ar que une al complejo receptor-andrógeno no ha sido 

completame~te aclarada, numerosas observaciones experi­

mentales han da4o información acerca de él o los posi -

bles sitios aceptorés en el nOcleo. En el momento ac-
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tual, aun cuando existen diversas teorías, es aceptado 

por la mayor parte de los autores, que el aceptor nu­

clear del complejo hormona-receptor es una proteína no 

hist~na, la cual está íntimamente ligada al ácido de­

soxiribonucléico (ADN) (12,19). 

Los mecanismos. íntimos ~ue participan en la regu­

laci6n de ia uni6n entre ~roteínas no histonas, ADN y 

.complejo hormona-receptor, no han sido aun bien diluci­

dados. Sin embargo, se acepta que como resultado de es 

ta uni6n, se produce un incremento significativo en la 

actividad de las ARN polimerasas I y II con el consecuen 

te incremento en la síntesis de ARN, como ha sido demos­

trado por Williams-Ashman y confirmado posteriormente 

por Liao (20). 

Los eventos·anteriormente descritos que incluyen 

la S al.-reducci6n de la .·testosterona, la uni6n de estas 

hormonas a su receptor específico y su transporte al in 

terior del núcleo, la síntesis de ARN y que culminancon 

la síntesis protéica a nivel ribosomal, ocurren en for­

ma secuencial en las células andr6geno-dependientes. 

Cuando existe una falla en el mecanismo de acci6n 

normal de la testosterona en cualquiera de los eventos 
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intracelulares anteriormente mencionados, se presentan 

diversas formas de resistencia a la acción de andróg~ 

nos, como es el caso del Tfm o síndrome de resistencia 

a andrógenos, descrita por Lyon y Hawkes (21) en ratones, 

o el Síndrome de Feminización Testicular en el Humano, y 

que inicialmente se le consideró asociado a un defecto 

enzimático en la conversión de testosterona a 5 ol ~DHT. 

Sin embargo, estudios posteriores de Bardin, Pérez-Pala~ 

cios y Wilson (22-24), demostraron conversión metabólica 

normal de testosterona a su metabolito 5 ct-reducido, pos~ 

tularido que el defecto residía en una falla de la unión 

de estas hormonas a su receptor específico. 

'Bardin demostró que el citosol de ratas con.este 

defecto, no poseían la proteína receptora encontrada re-

gularmente en animales normales. Observaciones P.oste-

riores, demostraron que. la administración de testostero­

na y/o 5o<-DHT a ratas ·con éste defecto de receptor, no 

·producía ningún efecto androgénico como era de esperarse, 

demostrándose así la falla en el mecanismo de acción hor 

monal en estos animales. 

En el humano existen diversas formas de Pseudoher­

mafroditismo masculino por insensibilidad a la acción 

de andrógenos, que se manifiestan clínicamente por una 
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falla en la acción virilizante de dichas hormonas. Esta 

condición clínica se presenta en individuos genotípica~ 

mente masculinos, esto es, con complemento cromosómico 

46 XY, pero con fenotipo total o parcialmente femenino, 

dependiendo de la extensión del defecto. Cuando el de­

fecto o falla, es universal se presenta la entidad con~ 

cida como Feminización Testicular completa; en estos in 

dividuos el fenotipo es completamente femenino debido a 

una ausencia absoluta de virilización. El primer repo~ 

te en la literatura de este trastorno hereditario, fue 

hecho en 1817 por Steglehner (2S) quien al realizar una 

autopsia de una mujer de 23 años de edad, sorprendente~ 

mente encontró testículos inguinales bilaterales y auserr 

cía de Otero, desde entonces se han informado un gran 

nOmero de casos, y en 1953 ·Morris (26) después de una 

exhaustiva revisión de 98 caso~, propuso el término de 

Feminización Testicular para este síndrome, que en la -

actualidad constituye una entidad clínica bien definida, 

que se pre"senta en individuos con complemento cromosómi 

co 46 XY, testículos bilaterales, ausencia de útero y 

trompas de falopio, genitales externos femeninos, y una 

vagina terminada en fondo de saco ciego. 

Los pacientes· con Feminización Testicular son psi 

cológicamente orientados como mujeres, y habitualmente 
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acuden a consulta al llegar a la ~ubertad debido a ame-: 

norrea primaria o a la presencia de masas uni o bilate­

rales que se presentan en forma de hernias inguinales, y 

que corresponden a los testículos. Al inicio de la pu­

bertad los pacientes presentan desarrollo mamario espon_ 

táneq de características normales. La ausencia de pelo 

púbico y axilar es característica de la variedad compl~ 

ta de este síndrome, la laparotomía.exploradora, revela 

además de los testículos .intra-abdominales, ausencia de 

derivados Mullerianos. 

Existe una forma incompleta del Síndrome de Femi­

nización Testicular," que clínicamente se distingue de la 

variedad·completa pqr.presentar al llegar la pub~rtad, 

aparición de pelo púbico y axilar,y frecuentemente hi­

pertrofia discreta de clítoris. El desarrollo mamario 

en estos pacientes con la variedad incompleta del sín­

drome, suele ser menos aparente. 

Los testículos como se menc~onó anteriormente, en 

el SO% de los casos se encuentran localizados en las 

regiones inguinales. Sus características histológicas, 

incluyen túbulos seminíferos que presentan detención 

en la espermatogénesis a nivel de espermatogonia, con 

células de Sertoli de características normales, e hiper­

plasia de células de Leydig. 
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Los niveles de testosterona plasmática se encuen­

tran moderadamente elevados, o en los límites súperiores 

normales en relación a los·. niv.eles de un hombre adulto 
-

normal; lo que está'en relación a la hiperplasia de las 

células de Leydig del testículo. 

La refráctariedad a la acción de testosterona, en 

estos pacientes ha sido demostrada también a otros nive-

.les de la economía, conio sucede en la Unidad Hipotálamo­

Hipofisiaria informada por Tremblay y Col. (27J y Judd y 

Col. (28), de tal forma que no obstante de que.estos pa­

cientes tienen niveles normales o incluso elevados de te~ 

tosterona circulante, los niveles ·de hormona luteinizan-

te se encuentran también elevados, debido ·a una falla en 

la acción de retroalimentación negativa de la testoster~ 

na sobre HL a nivel central. 

Por otra parte, l.il administración exógena de tes -

tosterona .a dosis farmacológicas y por tiempo prolongado, 

no logra ab.atir los niveles de HL ni induce virilización. 

Para determinar el nivel de la falla· intracelular 

en el mecanismo de acción.de la testosterona a nivel de 

los órganqs andrógeno-dependientes; el fibroblasto huma­

no obtenido a partir de biopsias de piel de área genital~ 

constituye un buen mode.lo, ya que esta célula tiene la p~ 
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culiaridad de ser andrógeno sensible, y dé conservar hasp 

ta su muerte las características genotípicas del indivi­

duo del cual proviene. 

En los últimos afios el desarrollo de las diversas 

·áreas de la biomedicina,· ha conducido a un perfe~ciona­

miento de las técnicas de laboratorio de cultivo de célu 

las, que permiten el estudio-de la biología á nivel mole 

cular. El cultivo celular ha sido utilizado en estudios . . . . 
de índole genética, morfológica, en v~rología, investig~ 

ción de fármacos, en el estudio de enf.ermedades metabó1i 

case investigaéión de cáncer entre otros;.y particular­

mente en el área de .Biología de la Reproducción, sería_ de 

gran utilidad para el estudio del mecanismo intracelular 

de acción hormonal. 
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I I , . ·oB'JBTI.VQS DEL' ESTUDIO 

El ·objetivo de este estudio lo constituyó la· ubica~ 

ción de la o las :fallas moleculares a nivel celular, que 

resultan en el humano eri alteraciones de la diferenciación, 

se~ual, con particular referencia a los síndromes de insen. 

sibilidad a la acción de hormonas asteroides con actividad 

androgénica. 

La hipótesis plantea que mutaciones. génicas en el ero 

mosoma X pueden traducirse en alteraciones en la síntesis 

de.receptores intracelulares para andrógenos, en la sínte­

sis de moléculas estructurales alteradas, o bién en alter!_ 

ciones a nivel nuclear o a nivel ribosomal en la síntesis 

protéica. 

El estudio se realizó en el Departamento de Biología 

de la Reproducción del Instituto Nacional de la Nutrición. 

Las células utilizadas, se obtuvieron a partir de biopsias 

de piel de área genital de individuos normales, y de pacien. 

tes con síndromes de insensibilidad a Andrógenos que acuden 

a la Unidad Metabólica de Diferenciación Sexual, y fueron 

mantenidas en cultivo o en congelación. 

Previo al estudio experimental se establecieron las 

condiciones óptimas de laboratorio para el mantenimiento -
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de las células en cultivq, y se estandarizaron lo~ pro­

cedimientos para el estudio del transporte intracelular 

de andr6genos en céltilas normal~~. 
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Ut. . MATERl.AL' Y METODOS . 

MATERIAL: 

. Medio esencial mínimo de Eagle (MEM .. Eagle) con sales 

de Earle, con glutamina y aminoácidos no esenciales 

sin bicarbonato de sodio; penicilina~estreptomicina 

liofilizadas, con 10,000 P/ml de penicilina base, y 

1 O, 000 pg/ml de estreptomicina; solución de tripsina 

EDTA (IX),· O. S g de tripsina (1: 250) .. y O. 2 g de EDTA 

por litro de solución balanceada de Hank, sin calcio 

y magnesio; so~ución de aminoácidos no esenciales 

(100 X); suero fetal de ternera; solución balanceada 

de fosfatos de Dulbeco (PBS), sin calcio, sin magne­

sio y sin bicarbonato de sodio. Todos los reactivos 

se obtuvieron de Grand Islan~ Biological, Cq. 

2. Reactivos. 

Todos los reactivo~ usados fueron de alto grado de -

pureza. El agua usada a través de tódos los métodos 

fue bidestilada y desionizada. 
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(1, 2 ~"4·, 5, 6, 7 .. 3H) D;ihidrotestosterona con actividad 

específica-de 123 Ci/mmola;ovoalbumina·marcada con 
14c~ con actividad específica _de 9.94 uCi/mg se ob~ 

tuvieron de New EnglandNuélear, Co. 

Todo el material utilizado en cultivo celular se ~~ 

v6 en forma especial para este fin, y su esteriliz~ 

ción se llevó a cabo en autoclave. 

· METODOS: 

Las líneas celulares usadas en estos experimentos se 

establecieron a partir de biopsias de piel genital de indi 

viduos normales de ambos sexos y d~ .pacientes con diferen~ 

tes formas de pseudohermafroditismo·masculino~ Las biop ~ 

sias. se -obtuvieron con una pinza de sacabocado estéril y 

desechables bajo anestesia local usando xiloc"aína al ·u, ·o 

bien durante el transoperatorio cuando se obtuvo en forma 

simultánea a algún procedimiento quirúrgico terapéutico. ~ 

En todos los casos la biopsia se realiz6 previo consentí ~ 

miento de los pacientes, o de los individuos normales. 
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Los ;fr~gmentos de piel obtenidos ~on la biopsia se 

sembraron en botellas de cultivo desechables (,Falcon) con 

capacidad de 7 S cm2 czso· mi.) usando.· 1 O ml de medio de cu! 
tivo esencial minimo~Eagle O. 98% p/v; pH 7. 4 ,· adi.cionado 

con tricine (Sigma) 20 mM, b.icarbona to de sodio 24 mM, áJn! 

noácidos no esenciales 1% v/v, estreptomicina. 100 ~g/ml, 

penicilina 100 U/ml, y suero fetal de ternera 20%. Las siem. · 

bras se incubaron a 37 °C en una atmósfera d,e aire 95% y 

co 2 5% durante el tiempo requerido para observar la apa'ri 

ción de.los primeros fibroblastos. Esto se logró entre 1 

a 2 semanas. Una vez que se logró la confluencia celular 

las células se subcultivaron en botellas nuevas. Este pr~ 

cedimiento se realizó desprendiendo las células de la bo­

tella con tripsina y calentando la botella a 37 °C duran­

te 3 minutos. 

El procedimiento de subcultivo se realizó 3 ó 4 ve­

ces adicionales, con lo que se logró el establecimiento ~ 

de una línea celular sin contaminantes con otros tipos de 

célula.s, que designaremos como línea celular primaria.' 

·' 
Una vez establecida la línea celular primaria, los 

fibroblastos se usaron para estudios específicos, o se a! 
o 

macenaron a -70 ~sin detrimento de sus capacidades celu 

lares-. 
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Congelacion celular. 

~ara el congelamiento_se utilizaron células confluen 

tes, las cuales se de$pegaron de sus botellas por el proce­

dimiento de t~ipsini~ación previamente descrito. La sus~ 

pensió~ celular se centrifugó a 800 x g a 4 oc durante 3 mi 

nutos, el precipitado celular s~ resuspendió en 1 ml de me­

dio (MEM-Eagle O. 98% p/v, tricine. 20 mM, bicarbonato de so­

dio 24 mM, aminoácidos no esenciales 1% v/v, estreptomici­

na 100 ug/ml, penicilina 100 U/ml, suero fetal de ternera 

10% glicerol.10%, pH de 7.4) y se transfirió a viales de vi 

drio de 2.2 ml de capacidad. El proceso de congelación se 

realizó en forma gradual con la finalidad de evitar ~o y/o 

muerte celular, hasta lograr una temperatura de -70 °C." 

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

A. ESTUDIO DEL RECEPTOR CITOPLASMICO PARA DHT: 

Cult{vo Celular. Para el estudio de receptores para 

So(·DHT en los fibroblastos mantenidos en cultivo , 

las líneas celulares (normales femeninos n=S, norma 

les masculinos n=6, pacientes con FTC n=2 y pacientes 

con FTI n=2), se sembraron en botellas cilíndricas­

de vidrio con capacidad de 690·cm2, (1892 ml). El inó­

culo inicial de 5 ~ 106 células se realizó con 100 ml 
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de medio de cultivo (MEM-Eagle 0.98% p/v, tricine 20 

mM, bicarbonato de sodio 24 mM, estreptomicina 100 

ug/ml, penicilina 100 U/ml, suero fetal de ternera 

10%, pH 7.4). Las botell~s se gasearon con una mez-

cla de aire y co 2 (95%-5%) durante dos minutos, y se 

incubaron en un incubador con rotación (Bellco Glass, 

Inc. Modelo 3032) a una velocidad de 0.2 rpm durante 

las primeras 24 hs y de 0.4 rpm los 6 días posterio­

res. En el 3° y 6° días s~ reemplazó el medio con 

100. ml de medio de cultivo (.MEM-Eagle 0.98% p/v, tri­

cine 20 mM, bicarbonato de sodio 24 mM, estreptomici­

na 100 ug/ml, pe~icilina 100 U/ml y suero fetal de ter 

nera tratado con carbón activado*). 

Obtención de ci toso l. El 7° día las botellas se ~njuagaron 

con 30 ml de medio de cultivo a 37 °C sin antibióticos y sin su~ 

ro fetal de ternera, y se agregaron 50 ml del medio esencial mí­

nimo a 37 °C que contenía DHT-~ a una concentración l riM, y se 

incubaron a 37 oc durante 30 minutos. Al finalizar la incubación 

se decantó el medió de cultivo, y las botellas se enjua­

garon dos veces con 50 ml de solución amortiguadora 

* El tratamiento para eliminar el contenido de esteroi · 
des endógenos del suero fetal de ternera consistió­
en la adición de carbón activado (1 g/100 ml), agita 
ción a 4 oc durante 12 hs y remoción del carbón por 
centrifugación y filtración en membrana millipore. 
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tris-salina (20 mM, 0.9%) a 4 °C. Se agregaron 10 ml 

de la solución amortiguadora, se prepararon las célu­

las ~on una espátula de hule (Bellco Glass, Inc,)! T~ 

do el procedimie'nto -se realizó entre O y 4 °C. La. sus 

pensión celular se centrifugó a 800 x g a 4 °C duran­

te 8 minutos, el precipitado conteniendo el paquete -

celular se resuspendio en-3 ml de solución tris-sali­

na y se recentrifugó en las mismas condiciones. El p~ 

quete celular se resuspendi6 v/v en una solución que 

contiene tris 20 mM, EDTA 1.5 wM, Ditiotreitol 0.25 

mM, trasylol 5000 U/ml y KCl 0.5 M. La suspensión e~ 

lular se sometió a ultrasonido 3 veces durante 10 se­

gundos (Sonicador Heat Systems Ultrasonics, Inc. Mo­

delo W-220 F). La suspensión de células rotas por u.!_ 

trasonido se centrifugó durante 1 h a 105,000 x g (Ul­

tracentrífuga Beckman L-5-50B, en un rotor SW 50.1) a 

2 °C, Del sobrenadante (Citosol) se tomaron alícuo -

tas para la cuantificación de proteínas que se reali­

zó de a·cuerdo al procedimiento descrito por Lowry (29). 

Separación del complejo 5o<-DHT-Receptor en gradiente de densi -

dad por ultracentrifugación: 

Se aplicaron fracciones de 200 a 350 ul de citosol en 

gradientes lineales de sacarosa 5-20% conteniendo gli 
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cerol al 10%, tris 20 mM, EDTA l.S mM, ditiotreitol 

0.2S mM a un pH de 7.4 con KCl O. S M. Como marcador 

interno se utilizó ovo albúmina 1.4c .. 

Los gradientes se cep.trifugaron dura11te 20 hs a 2 oc 

a 2SO,OOO xg. Se colectaron fracciones de 80 ul (S 

gotas) mediante la perforación del fondo del tubo que 

contenía el gradiente. 'En estas fracciones se midió 

el contenido de radiactividad, previ~ adición de li­

quido de centelleo Insta-gel (10 ml), en un contador 

de centelleo liquido Packard Tri·Carb mofelo 2660. 

Las muestras se contaron por un período suficiente 

para un error de conteo menor del 5\. 

B. ESTUDIO DE ESPECIFICIDAD DE UNION DEL RECEPTOR PARA DHf 

El procedimiento utilizado en estos estudios fue si­

milar al descrito anteriormente, excepto que en el -

estudio de especificidad se afiadió en la incubación 

hormonas frias en excesos, como a continuación se des 

cribe. 

1. EstUdio de desplazamiento de la DHT unida al recep 

tor. Los fibroblastos se incubaron con DH~- 3H a 

una concentración 1 nM, mas DHT no marcada radiac 

tivamimte a una concentración 200 nM. 
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2. Estudio de competencia con otra hormona de naturaleza este 

roidal. Los fibroblastos se incubaron con DHT- 3H 

a una concentración 1 nM, mas cortisol no marcado 

a una concentración 200 nM. 

e; ESTUDIO DE TERMOLABILIDAD EN LA MACROMOLECULA RECEPI'ORA 

La metodología utilizadaen este estudio fue similar a la 

anteriormente descrita ha~ta el momento dé la obten -

ción del citosol, el· cual.se calentó a 60 °C ,por un 

p~ríodo de.30 minutos.· El citosol tratado de esta 

forma se colocó en un gradiente de sacarosa de densi-

dad creciente y_por ultracentrtfugaci6n y fracciona­

miento del gradiente en la forma previamente descrita 

se hizo el análisis de la radiactividad obtenida en 

l~s diferentes fracciones. 

D. TRANSPORTE DEL COMPLEJO DHT-RECEPTOR: 

Para el estudio del transporte del complejo hormona -

receptor del citosol al interior del nOcleo, se usa -

ron líneas celulares (normales masculino~ n=Z, pacie!! 

tes FTC n=l y pacientes FTI n=l) obtenidas con los pr.2_ 

cedimientos de cultivo anteriormente descritos.El com-

plej o S a< -DHT-receptor de ci tosol se obtuvo de :fibro­

blastos provenientes de individuos normales conla t~c­

nica descrita anteriormente para.el estudio d~ recep-
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tores hasta la obtención del citosol. Los núcleos se 

obtuvieron de fibroblastos normales y de fibroblastos 

de pacientes con el síndrome de Feminización Testicu­

lar en sus variedades completa e incompleta • 

. Obtención de núcleos limpios. Se obtuvo el precipita­

do de células mediante e~ raspado de.las paredes con 

una espátula; el precipitado celular se centrifugó a 

800 xg durante 10 minutos a4 °C, se eliminó el sobr~ 

nadante y el paquete celular se resuspendió en 4.2 ml 

de solución amortiguadora hipotónica (tris 0.02 M, el~ 

ruro de magnesio O. S mM, cloruro de calcio 1. O nM, pH 

de 7.4) se dejó en reposo durante 1S minutos al tér­

mino de los cuales sé rompió la membrana celular· a 

través de una aguja hipodérmica número 2S, el rompí -

miento completo de las membranas se logró al realizar 

esta operación durante lO veces. A esta suspensiónse 

le añadió 0.7 ml de solución amortiguadora hipertónica 

(tris ,O. 02 M sacarosa 2. 2 M, MgC1 2 O. S mM, CaC1 2 1 mM, 

pH de 7.4) con lo que se llevó la suspensión a condi­

ciones de isotonicidad. Se ~entrifugó durante 20 mi~ 

nutos a 1600 x g a 4 °C, y el paquete nuclear limpio 

de detritus celulares se resuspendió en 1.2 ml de so­

lución amortiguadora isotónica (tris 0.02 M, sacarosa 

. O • 3 2 M, MgC 12 mM , . pH 7 • 4) • 
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El citosol (0.6 ml) obtenido de fibroblastos norma -

les conteniendo el complejo DHT-receptor (9460 cpm/ 
. -· ·-· 

ml) se incub6 con ndcleos (0.1 ml) normales y mutan-

tes utilizando una soluci6n de KCl (0.2 ml) a dos 

diferentes concentraciones molares (O.OS y 0.18 M). 

Las incubaciones se realizaron entre O y 4 °C duran­

te 1 hora. El volumen final de las incubaciones fue 

·de 800 ul. Como controles experimentales se utili­

zaron incubaciones de ndcleos ·normales ·:y mutantes 

con una soluci6n de S o< -DHT libre de receptores bajo 

las mismas condiciones descritas cuando se utiliz6 

el complejo DHT-receptor. 

Al finalizar el período de incubaci6n los tubos se 

centrifugaron a 1600 x g durante 10 minutos a 4 °C, 

los paquetes nucleares result~ntes se lavaron con 1 

ml de TKM (tris O.OS M, KCl 0.02S M, MgC1 2 0.001 M, 

trit6n X lOO 0.2%, sacarosa O.OS M, pH 7.4) y se ce~ 

trifug.aron a 1600 x g durante 1 O minutos a 4 °C pos­

teriormente se les agreg6 1 ml de.TE (.tris 2 mM, EDTA 

0.1S mM). Los tubos se agitaron en vortex y se re­

centrifugaron a 1600 x g durante 10 minutos a 4 °C, 

los paquetes nucleares se resuspendieron en 0.7 ml 

de agua y se sonicaron S segundos 2 veces para rom­

per los ndcleos. ·De la suspensi6n nuclear, se toma-



- 34 -

ron 0.5 ml y se colocaron en viales con 10 ~1 de li­

quido. de centelleo In-sta-gel y se contaron durante 

10 minutos en un contador de centelleo liquido. Se 

tomaron alicuotas de O. 2 ml para- la cuan tificaci6n 

de ADN usando el método _de Santoianni y Ayala (30), 

.esta medici6n se hace con el objeto de comparar cua~ 

titativamente los resultados obtenidos en cada uno 

de los tubos del ensayo. 
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IV. RESULTADOS 

A. ES'TI.JDIO DEL RECEPTOR CITOP.~ICO PARA 5~-DI-IT: 

A1) Células de pacientes con el síndrome de femini­

zación testicular completa. 

El fraccionamiento del gradiente lineal de sa­

carosa, y el análisis de la radiactividad con­

teni·da en cada una de las fraccion·es demostró, 

en el caso de los fibl'oblastos normales usados 

como control experimental, la presencia de una 

zona de mayor radiactividad entre las fraccio­

nes 30 a 40 con un pico máximo en la fracción 

36, como se observa en la figura 5. Este pi­

co de radiactividad tuvo un coeficient·e de se­

dimentaci6n dé 4.6S en ultracentrifugación, es­

timado de acuerdo a la sedimentación observada 

para el marcador interno '(ovoalbtlmina 14c) con 

un co~ficiente de sedimentación conocido (3.6S). 

Además del pico máXimo ya descrito~ se observó 

un área de radiactividad en las últimas 5 frac-

ciones del gradiente y que corresponde a la 5q­

mÍT-3H libre. 
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Por el contrario, el análisis de radiactivi-

dad de las fracciones del gradiente de incuba­

ciones de células mutantes, provenientes de dos 

pacientes (A y-B) cqn el síndrome ·de feminiza­

ción testicular completa, demostr6 la presencia 

de 3H en fo.rma libre localizada en· las últimas 

fracciones, como puede observarse en la figura 

5. El citosol de las células normales tuvo una 

concentración proteínica de 5.7 mg/ml, mientras 

que el citosol de las células mutantes tuvo una 

concentración de 7 mg/ml. Estos resultados per­

mitieron establecer que en las células normales, 

hubo unión específica de 5~-DHT a su receptor 

citoplásmico a una concentración de 40.5 fmolas/ 

mg proteína: Mientras que en el caso de las cé­

lulas mutantes esta unión específica n.o se esta-

bleció •. 

A2) Células de pacientes con el síndrome de femini­

zación t·esticular incompleta. 

Como se muestra en la figura 6 el análisis de 

radiactividad de las fracciones obtenidas del gr~ 

diente con el citosol de las células normales -

utilizadas como control, mostró un pico de ra-

diactividad en la fracción de 4.68. El fraccio-
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namiento del gradiente con el· citosol de los dos 

pacientes (C y n~·con el síndrome de feminiza­

ción testicular incompleta, reveló en un caso , 

un: área de radiactividad entre las fracciones 

25 a 35, con un pico máximo en la fracción· 28, 

mientras que, en las células del otro paciente 

se.observó una área de radiactividad entre las 

fracciones 30 a 40 con un pico máximo en la frac 

ción 34. Estos picos máximos de radiactividad 

tienen un coeficiente· de sedimentación de 5.1 S 

calculadas en relación con la ovqalbúmina 14c 
utilizando .como marcado interno. El contenido 

de proteínas del citosol fue de 5.2 mg/ml en las 

células normales y de 4. 07 y 6. 5 mg/ml .en las cé 

lulas mutantes. Los resultados demostraron unión 

específica de 5~-DHT a su receptor citoplásmico 

en una concentración de 3.7. 9 fmolas/mg de protei 

na en las ~élulas normales, mientras que en las 

células mutantes esta unión se estableció a una 

concentración de 6.25 fmolas/mg de p~oteína y de 

36.1 fmola~/mg de proteína respectivamente. 

B. ESTUDIO DE ESPEC!FlCIDAD DE UNION DEL RECEPTOR PARA DHf 

1 • Estudio de desplazamiento de la DHI' unida al receptor. Al 
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hacer el análisis de los resultados obtenidos en 

estos estudios, podemos observar (Fig 7) que al 

poner un exceso 200 veces de la hormona fría,exi~ 

te un desplazaml.ento. total de la hormona marcada. 

Esto se observó en el caso de células de prepucio 

norm~l asi como en las células de un paciente con 

el síndrome de feminización testicular incomple­

ta. Los estudios hechos se llevaron a cabo por 

duplicado. 

Estudio de competencia con otra hormona de naturaleza es-

teroidal. Al incubar citosol con DHT- 3H mas cor-

tisol sin marcar radiactivamente en una concen -

tración 200 veces mayor que la hormona marcada , 

observamos que el .cortisol no desplazó a la DHT-

3H (.Fig 8). En el caso de las células normales 

en el control (células normales incubadas con -· 

DHT- 3H 1 nM) s~ obtuvo una unión de 32.3 fmolas 

DH~/mg de proteínas, las células normales incub~ 

das con cortisol no radiactivo en un exceso de 

200 veces.tuvieron una unión de 36.24 fmolas DHT/ 

mg de proteínas, estos resultados son el promedio 

de dos experimentos. 

En el caso de las células del paciente con FTI, 

se obtuvieron resultados similares; el control -

·¡ 
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'tuvo una unión de 38 fmolas DHT/mg de proteínas 

y la incubación que se realizó usando el corti­

sol en exceso de .200 veces fue de 32.7 fmolas 

D~T/mg de proteínas, estos resultados represen­

tan el promedio de dos experimentos. 

C. ESTUDIO DE TERMOLABILIDAD DE LA MA.CRCMOLECULA RECEPTORA. 

El análisis de las fracciones obtenidas· del gradien­

te demostró tanto en células normales como en las cé 

lUlas del paciente con FTI, soiamente radiactividad 

libre, lo que indica que la macromolécula receptora 

para DHT perdió su capacidad de unión después de que 

fué sometida al calor (.Fig 9). 

D. TRANSPORTE DE CCMPLP.JOS OOT-RECEPTOR A NUCLEOS DE INDIVIOOOS NOR 

MA.LES Y DE PACIENTES CON EL SINDRCME DE FEMINIZACION TESTICULAR 

CCMPLETA E INCCMPLETA. 

El conteo de radiactividad de las diferentes incuba-

~iones de núcleos con el complejo·citoplásmico .DHT­

receptor, .revel6 como· se muestra en las tablas I y II 

incorporaci6n de radiactividad tanto en los núcleos 
·. 

normales, co~o en los núcleos provenientes-de célu-

las de pacientes con las fonnas completa e incompleta 
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del síndrome de feminizaci6n testicular. Como puede obser­

varse, el contenido de radiactividad expresado en dpm/pg DNA 

fue similar tanto en los nrtcleos- normales como en los mutan 

tes bajo las dos diferentes condiciones de fuerza iónicauti 

lizada (0.05 y 0.18 M), observándose sin embargo una dismi­

nución significativa del contenido de radiactividad para am 

bos tipos de células cuando se utiliz6 en la incubación la 

fue~za iónica mayor. 

Por otra parte las incubaciones de nacleos obtenidos 

de células normales y mutantes (Formas completa e incomple­

ta del síndrome de feminización testicular), con 5='-DHT- 3H 

libre en ausencia de receptor citoplasmático demostró una -

incorporación nuclear de radiactividad prácticamente nula. 

En la expresión final de los resultados, la incorpor~ 

ción neta de DHT- 3H-receptor al i~terior del nacleo, fuecal 

culada restando la cantidad mínima incorporada en los expe­

rimentos control (DHT- 3H libre), a la radiactividad encon-

trada en el sonicado nuclear. 

La concentraci6n de ADN del sonicado nuclear fue simi 

lar en las células normales y mutantes, con un rango de 7.3 

a 9.0 pg/ml, con lo cual podemos afirmar que se trabajó con 

cantidades similares de material biológico ·en cada una de -

las incubaciones. 
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Comparación de la unión de 5o(-DHT-~ al receptor citoplasmático, mediante ultracentrifugaci6n 
en gradientes de densidad de sacarosa, en fibroblastos humanos provenientes de pacientes con 
el síndrome de feminización testicular completa y de un individuo normal usada como conatrol. 
a) Fibroblastos provenientes de prepucio de un individuo normal. b y e) Fibroblastos prove­
nientes de labio mayor de pacientes con el síndrome de feminización testicular completa. 
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Comparación· cte la uni6n de 'sc<-DHT-3i:i al receptor citoplasmático, mediante ultracentrifugación 
en gradientes de densidad de sacarosa, en fibroblastos humanos provenientes de pacientes .con 
el sindrome de feminización testicular incompleta y de un individuo normal usada como control. 
a) Fibroblast<;>s provenientes de labio mayor de un individuo normal. b y e) Fibroblastos pro­
venientes de labio mayor de pacientes con ·el síndrome de feminización testicular incompleta. 
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Desplazamiento de DHT-4H unida al receptor por un exceso de DHT no 
marcada radiactivamente •. Los-resultados presentan datos de un expe­
rimento efectuado por duplicado,.,..._. 1 nM de DHT-3H, o--o 200 nM 
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· Cornpete~cia de uni6n entre DHT-~ y cortisol no marcado radiactivame~ 
·te en un exceso de 200 veces. Estos datos son el resultado de un ex­
periment~ efectuado por duplicado. 
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Estudio de tennola bilidad de la macromolScula receptora. El citosol 
obtenido después de la incubación de los fibroblastos con DHT-3H l riM, 
se sometió a tma temperatura de 60 °C durante 30 minutos. La capaci­
dad de tmión se perdió totalmente como se muestra en la figura. Los 
resultados presentan datos de un experimento. 



TABLA I 

CAPTACION DE COMPLEJOS DHT- 3H-RECEPTOR POR.NUCLEOS NORMALES Y 
NUCLEOS.DE FTC. 

Origen del complejo Origen de la preparación Concentración dpm 1 pg DNA : DHT-3H Receptor' 
Citoplasmático nuclear KCl M incorporados : 

Células Normales Células Nonna.les * 0.05 27 ** 

Células Nonna.les Células FTC * 0.05 35 

Células Nonna.les Células Nonna.les 0.18 '15 
; 

Células Nonna.les Células FTC 0.18 17 

* Las célÚlas nonna.les se obtuvieron a partir de prepucio de un individuo nonna.l. Las célulás 
FTC se obtuvieron de labio mayor de' una paciente con FTC. 

** Cada resultado presentado es el promedio de 3 estudios llevados a cabo. teniendo una desvia • 
ción estandar'de: 4.36, 2.9, 2.7 y 3.66 respectivamente. 
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TABLA II 

CAPTACION DE COMPLEJOS DHT- 3H-RECEPTOR POR NUCLEOS NORMALES y 
NUCLEOS DE FTI 

Origen del complejo Origen de la preparación Concentración dpm 1 }tg DNA . DHT-3H Receptor . nuclear KCl M incorporados Citoplasmático .. 

Células Normales Células Normales :fe ·0.05 47 **. 

Células Normales Células FTI * . 0.05 45 

Células Normales Células Normales 0.18 26 

Células Normales Células FTI 0.18 32 

--- ------·~- - -

; 

* Las células normales se obtuvieron a partir de prepucio de un individuo normal. Las células 
FTI se obtuvieron de labio mayor de 2 ·pacientes con FTI. 

**Cada resul~do _presentado es el promedi? de 2 estudios llevados a cabo.teniendo una desviación 
estandar de. 2.8 5 2.5, 3.1, 2.9 respectJ.vamente. . · 



'V. DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el curso de este estudio, 

permitieron establecer que el fibroblasto humano es una célu­

la que es fácilmente obtenible a partir de biopsias de piel, 

y fácilmente mantenido en cultivo o en congelaci6n sin detri­

mento de su capacidad metab6lica. Por otra·parte, representa 

un modelo experimental único para el estudio del mecanismo 

íntimo de acci6n de hormonas asteroides con actividad androg! 

nica por un número importante de razones, incluyendo retenci6n 

de la sensibilidad a andr6genos de la piel de la cual deriva 

por un tiempo prolongado, y fundamentalmente por.permitir el 

estudio de las macromoléculas receptoras sin interferencia de 

proteínas plasmáticas que unen específica y no específicamen­

te a las hormonas asteroides. Finalmente este .tipo de estudio 

puede ser utilizado como un procedimiento auxiliar de diagn6~ 

tico en la clínica y contribuir a la ubicaci6n de· las fallas 

moleculares en alteraciones de la diferenciaci6n sexual huma­

na como se postul6 en la hip6tesis de trabajo. 

Nuestros resultados confirmaron el concepto de que el 

mecanismo de acci6n íntimo de la S « -DHT en una célula an· 

dr6geno sensible se realiza de acuerdo al esquema de "2 pe­

sos" postulado por Jensen. 
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De hecho se pudo demostrar la formación del complejo 

DHT-receQtor en el citosol de los fibroblastos normales. 

La macromolécuia r~ceptc~ra exhibió un coeficiente de sedi 

mentación en ultracentrifugaci'ón de 4.68 en presencia de 

KCl, que .incrementa la fuerza iónica y favorece la diso­

ciación en sus sub-unidades. Nuestros datos coinciden -· 

con lo informado previamente en la literatura para otros 

tejidos andrógenos-sensibles o andrógeno-dependientes, en 

donde el coeficiente de sedimentación oscila entre 3 y SS. 

El transporte del complejo citoplásmico DHT-receptor al in­

terior del núcleo, fue también demostrado en el cur·so de 

este estudio por una t~cnica in vitro de incubación de ci­

tosol conteniendo el complejo hormona~receptor con una pr~ 

par ación nuclear. En experimentos cuyos. resultados no se 

muestran en este trabajo, el transporte del complejo fue tam 

bién evaluado por una técnica in·vivo encontrándose un coe­

ficiente de sedimentación de 3.68 para el complejo hormona 

r.eceptor en el núcleo. 

Cuando estos experimentos se realizaron con células -

provenientes de individuos con el diagnóstico bien esta­

blecido de feminización testicular completa, los resul­

tados fueron significativamente diferentes de los obteni -

dos con células normales. En primer término cuando estas 
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células mutantes se incubaron con so<-DHT- 3H y el citosol 

'se ul tracentrifug6 en un gradiente de sacarosa, toda la 

radiactividad se loc·alizó en las tiltimas fracciones (.DHT 

libre) indicando la ausencia de la macromol~cula receptora. 

Estos datos indican que en estas células la síntesis· 

del receptor en citósol no se .realiza en forma adecuada. La 

ausencia de la macromol~cula receptora en la fracción solu­

ble de la célula, se traducirá en una falta de penetración 

de la DHT al interior del nticleo, y consecuentemente en una 

falla total en el mecanismo de acción de DHT. De hecho, e~ 

do en otros experimento~ se estudió. la penetración de DHT 

al nticleo "in vivo" en estas célu.las se pudo demostrar la 

ausencia total de hormona intranuclear. Estos datos confi! 

man algunos informes previos de la literatura (31-34) y su­

gieren fuertemente que la mutación causante del pseudoherm~ 

froditismo masculino en ~stos individuos está localizada a 

nivel del gen o genes que regulan la síntesis del receptor 

para andrógenos en el citosol. 

En base al patrón de transmisión hereditaria del sin 

drome de Feminización Testicular (Recesivo ligado al cro­

mosoma X) se ha postulado que la mutación ocurre a nivel 

génico, en el cromosoma X (33). Algunos datos experimenta­

les en animales con esta mutación apoyan este concepto 09): 



Es. interesante señalar que nuestros resultados fueron· idénti­

cos en células provenientes de diferentes pacientes con la 

forma completa de este síndrome, pero pertenecientes a la 

misma familia. 

Posterior a estos estudios, creímos de interés estu -

diar el transporte del complejo DHT-receptor del citosol al 

interior del núcleo en estas células mutantes, con el obje­

to de precisar si en ausencia de la macromolécula receptora 

el transporte se conserva o bien.esta alterado en cuyo caso 

sugeriría una andrógeno dependencia. Para ello fue· necesa­

rio obtener complejo· DHT-receptor de células· normales ,y es­

tudiar el transporte a·l interior de núcleos provenientes de 

células mutantes. Los resultados demostraron que no existe 

una diferencia significativa en el transporte a núcleos mu­

tantes y núcleos normales, demostrando la integridad del 

transporte aun en ausencia completa del receptor. Por otra 

parte, también observamos que cuando·usamos concentraciones 

de KCl mayores se obtuvo una disminución significativa de 

la cantidad de radiactividad captada por el núcleo, lo que 

se explica en base al concepto de que el incremento en la 

fuerza iónica del medio abole la unión inespecífica de la 

hormona a otras proteínas (.34). 

Nuestros resultados demuestran que en la familia estu 
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diada con la forma completa del Síndrome de FeminizaciónTes 

ticular, la alteración molecular causante del padecimiento 

es la ausencia_del receptor para andrógenos en el citosol. 

Sin embargo es factible la existencia de familias con la.mis 

ma expresion fenotípica del síndrome, cuya falla molecular 

este localizada en algún o algunos eventos intracelulares -

posteriores a la unión del andrógeno con su molécula en el 

citosol. Recientemente se han presentado algunas evidencias 

que apoyan este concepto (36-37). 

Estudios previos realizados en este laboratorio, han 

demostrado que el perfil endócrino y la actividad esteroido 

genética gonadal de pacientes con la forma incompleta del 

Síndrome de Feminización Testicular, es similar a la obser­

vada en la forma completa a pesar de existir algunas dife -

rencias en la expresión fenotípica. Fue por lo tanto de in­

terés estudiar el mecanismo intracelular de acción de DHT 

en fibroblastos provimentes de piel de área genital (labio 

mayor) de estas pacientes. Los resultados indicaron que a 

diferencia de lo observado en células de individuos con la 

forma completa del síndrome, la DHT se une a una macromolé 

cula receptora en el citosol en una forma similar a lo ob­

servado en células normales. ·El coeficiente de sedimenta­

ción del complejo DHT-receptor en su forma disociada fue de 

S.lS en un número de 3 experimentos. Esta diferencia en el 
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coeficiente de sedimentación con el rec~ptor normal puede 

explicarse en base a un artefacto metodológico. Sin em -

bargo será necesario un mayor número de experimentos y de 

nuevos enfoques metodológicos de estudio para investigar 

si existe algOn significado biológico para esta diferencia 

o es simple artefacto como se mencionó anteriormente. 

El complejo DHT-receptor tiene en estas células mu­

tantes la capacidad de penetrar al núcleo como se demostró 

en experimentos in vivo e in vitro. 
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CONGLUSTONHS FINALES 

-
El trabajo experimental informado en esta tesis pe!_ 

mite establecer las siguientes conclusiones: 

I.- El fibroblasto derivado de piel mantenido en culti­

vo representa un modelo único para el estudio del 

mecanismo íntimo de acción hormonal en condiciones-

normales y alteradas. 

I I. Se demostró que la ausencia del receptor cítoplásm.!_ 

co para andrógen~s fue la falla molecular responsa­

ble del Síndrome de Feminización Testicular comple­

ta en la familia estudiada. 

III. Se demostró por_primera vez que el transporte cito­

sol-núcleo del complejo no.es un proceso andrógeno 

dependiente. 

·IV. Se demostró que en la forma incompleta del Síndrome 

de Feminización Testicular existe el receptor cito-

plasmático para andrógenos y que el complejo Hormo­

na-receptor penetra al núcleo. indicando que la fa 

lla molecular responsable de la insensibilidad a 

andrógenos es posterior a los mecanismos estudiados. 
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