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I. ANTECEDENTES

Los estudios pioneros de Paul Ehrlich (1} a prin-
cipios del siglo; permitieron formular por primera vez el
concepto de -receptor, al cual se demostré con el término
de ligador. Este concepto es vdlido hasta la actualidad
en lé'que se refiere a la afinidad que ¢iertbs tejidos
tienen por sus ligandos, afinidad que estd determinaaa
por la presencia de receptorés‘en las células blanco, dan-
do lugar a la'fbrmacién dé complejos hormona-receptor, o

.de complejos ligando—ligadof, comé lo 1lambé Bhrlich.

A;tualﬁente se define como :eceptor,.a una macromo-
1&cula membranalro'int;acelular de-naturaleza protéica,
que‘se une especificamente y con alta afinidad a una pro
teina, un esteroide o una droga. La formacién de este
complejo-Proteina-Receptor, Estéroide-Receptor o Droga-
Receptor da 1ﬁgar a una serie de eventos intracelulares

'que resultan en una accifn o efecto especifico.

Aﬁh cuando hasta el momento actual no se ha carac-
terizaé& la estructura intima de los receptores para hor
mongs'esteroides, como seria el conocimiento de la natu-
raleza de los aminoicidos y su secuencia, se acepta que
estas macromoléculas para funcionar como receptores, re-

quieren poseer las caracteristicas de una protefna globu

a



lar con su mds alto nivel de complejidad estructural. La

estructura cuaternafia, les permite disociarse en sub-uni-
dades de menor tamafio facilitando su funcién; la integri-
dad de su estructura terciaria, les permite el acoplamien
to a éu ligando, y la secuencia determinada de amino dci-
dos 1és confiere especificidad en la interaccién con su

ligando (1).

Los objetivos fundamentales en el estudio de récep—
tores se han orientado por una parte, al esclarecimiento
de los mecanismos intimos que intervienen en la interac
ci6n de las dos moléculas reactantes, y por otra al es-
tudio de 1a funcidén bioldgica que el -complejo Receptor -

Ligando fiene,

En 1a iﬁteraccién de 1a macromolécula receptora con
su ligando, juegan un papel relevante las caracteristicas
estructurales de la profeina ‘receptora, asi como la disposi
‘gién y nfimero ﬁe sitios gctivos que posee, y por otra par
te las caraéteristicas del ligando son también fundamenta
les; por ejemﬁlo cuando el ligando es un_compuesto‘esterqi
'cie, el tipo de grupos reactantés y su arreglo espacial, es lo
que confiere especificidad a la unién, y lo que determina
el tipo de unién no covalente que se establecerd. La moléi

cula esteroidal ‘puede  unirse en forma inespecifica a



otro tipo de mol&culas tales como aminodcidos, &cidos
nucléicog, lipidos, purinés u otro tipo de proteinas
que no tienen funcidn de receptdr, obedeciendo simple-
~ mente a las reglas de polaridad, estableciéndose unio-
"nes de tipo hidfofébico que ‘son las que operan en el

tipo de unién no especifico.

Los esteroides (2) son compuestos orgdnicos que
contienen el nficleo del ciclop9ntanoperhidrofenatreno,
e incluyen gran cantidad de compuestos entre los que se
encpenfranv;os Acidos biliares, las hormonas corticosu-

prarrenales y gonadales entre otros.

Entre las hormonas esteroides gonadales se encuég
tran los compuesfos derivados del nfcleo de; androstino,
que poseen 19 dtomos de carbono  en su molécula (Fig 1).
formando cuatro anillos: A, B, Cy D, y dos metilos an-
gulares, los cuales se enéﬁéhtran por éncima del plano

de la molécula (posici6n [ ).

FIGURA No. 1



Los compuestos derivados del androstano tienen en
maybr o menor grado actividad androgénica (actividad
anabéliéa y/o virilizante), por lo que se les designa ge-
néricamente con el nombre de andrégenos. La testostero-
na presenta en su estructura quimica un doble enlace en
tre los carbonos 4 y 5, en el carbono 3 tiene un grupo
cetbénico, y en el carbono 17 un grupo alcohdlico en posi

cién B (Fig 2).

OH

FIGURA No. 2

La testosterona eé una hormona androgénica produ-
cida por las células intersticialés de Leydig (3,4), que
estin distribuidas en el estroma entre los tGbulos semi
niferos (5), y tienen la capacidad'de biosintetizar 1la

hormona a partir de acetato (6,7).

La sintesis de testosterona en los testiculos se



inicia a pértir de acetato, el cual ﬁnido a la Céenzima
- A (6,7) forma la acetil Coenzima A, la que a través de
una serie de reacciones bien conocidas, conduce a:la for-
macién de dcido mevaldnico que es un intermediario en la
- biosintesis de colesterol.” El dcido mevalénico forma -
" un pirofosfato, constituyendo una'unidadAiSOprenoidé, -
que al reaccionar con otras unidades isoprenoides for-
ma el escualeno de:30'§tomos de carbono. Este compues-
to se cicliza formando 1énosterol, que al perder “tres

metilos y modificarse en aigunos punfoé de insaturacién,

dd lugar a la formacidn de colesterol.

A partir de.célesterol (27 dtomos &e carboho) se
- forman los esteroides androgénicos como se muestra en
la Fig 3. La conversién de colesterol a pregnenolona,
se lleva a cabo a nivel mitocondrial mediante la hidro-
'xilacién;de‘los carbonos 20 y 22. Subsecuentemente, la
enziﬁa 20,22 desmolasa rompe 1la cédena lateral del co-
lesterol dihidroxilado, y da como resultado una molécula
de 21 4tomos de carbono que contiene el nficleo del preg-.
nano, que es la pfegnenolona y que no posee actividad

hormonal.

Por accién de 2 enzimas, la 3 f3-ol deshidrogenasa

y 1a A 4,'[35-isqmergsa la estructura [XS-SP-Hidroxi de

a



la pregnenolona se convierte en una estructura A4-3-ceto.
El compuesto resultante es la progesterona que posee

gran actividad hormonal (Fig-3).

Posteriormente la progestefona se hidroxila en po-
sicién 17&A, formindose la 17 e\-hidroxiprogesterona; esta
mdlécula sufre una ruptura entre 1los carbonos 17 y 20
por ‘accién de la 17 20 desmolasa, formdndose un compues-
.to de 19 4dtomos- de carbono que es la androstendiona, que
al reducirse en posicién 178 se convierte en testosterg
na. Ademds de la.ruta biosintética descrita ( 454), ex
isten vias alternas como la llamada ruta de los A 5 .

" (Rig 3).

. la func16n endocrxna de los testiculos estd regula
da por las gonadotroplnas, que son hormonas de naturale-
za protéica produC1das en la adQnoh1p6f151s. La hormona
estimulante del folicule (HEF), éstimula la gametogéne -
sis tanto en édnédas femeninas como_mascﬁlinas; y la hor
mona luteinizante (Hi)'estimula la esteroidogénesis ~ en

.las células de Leydig. A su vez la produccién tanto de
HEF como de HL, estdn reguladas por la hormona hipotalé-

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

La testosterona circula por el plasma unida a una .

proteina transportadora, que es un j5 -globulina que se
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conoce con el nombre de proteina transportadora de hor-
monas sexuales (SHBG), la pnién de 1la testosterona a
ésta globulina, comparte las mismas .caracteriéticas de
" unidn que se mencionan posteriormente en el caso de re-
,éeptores. " E1 peso molecular de la SHBG es de 52,000 a
110,000 daltones, su Ka a 4 °C es de 1.2 X 10% ™' (10),

y su coeficiente de sedimentacién en ultrécenffifugacién
es 4SS, Al ser transportada’en la sangre,la-testosterona
llega a los diferentes tejidos_én QOQde va a ejercer su
~accién,. a los cuales se les d'ex:mm-ina éiga:_no b_lhla'hc'o.A» Cuan-
do la testosterona 1iega_a dichos tejidos;iée.desligﬁ -
dglla proteina transportadora, y en su formalibre ﬁenetra

al interior de la c&lula, a través de la membrana por un -

mecanismo de difusién pasiva.

" Los efectos &e la téstosterona dependen tanto de
su accién "pér se" como:3e<a1gﬁnos de sus metabolitos,_‘
dé los cuales el compuesto S'*-réduCido conocido como
Set -dihidrotestosterona (SG‘-DHT) es el mas importante.

" En 1a .formacién de éste metaBdiito, el doble enlace del
anillo A de la teétosterona;_se. reduce por accién deuna
eﬂzima dependiénte de NADPH que es.la 5ol-esteroide re-
ductasa. Esta enzima de localizacién nuclear y’citoplég
mética,-se encuentra eﬁ prédcticamente todos-lo; tejidos

andrégeno-dependientes, y es diferente de la 5 -esteroi

1



de reductasa hepética de localizacién'microsoméi, Otro
- metabolito intracelular de la testosterona, y que.pdsee
gran efecto androgénico es el 3el,5 -androstandiol, -
mientras que 1la £§4-androstendiona, la androsterona,y
la gtidolanoloﬁa, entre otros, tiemen menor efecto an-

‘drogénico.

1
N

El tipo de unidn que se lleva a cabo.entre el re-
ceptor y el esteroide, debg de reunir las siguientes ca

racteristicas (1):

"a) " BSPECIFICIDAD.

-

.Esto significa que la molécula protéica receptora
es altamente discriminativa, y se unird s6lamente
"a otra molécula Tcon caracteristicas quimicas bien

definidas.
b) CAPACIDAD.

Que se refiere a una caracteriStica,cuantitafiva
" del receptor, limitada ﬁor el nGmero de sitios ac -
" tivos, los cuales soh-shsceﬁtibles‘de ser satura?
dos. 'Lé~baja capaéidad'de unién de un receptor -
con Su iigandd especifico, es una caracteristica

- que ha sido utilizada para estudios diferenciales

s



c)

- 10 -

"de unidn especifica e inespecifica, mediante el

empleo del,esteroide_isotépicamente marcado y no
ﬁércado. El esteroide marcado unido especifica-
mente a los sitio; activos del receptof, es .sus-
ceptible de ser desplazado de sus sitios de unién
por la adicién de cantidades crecientes de este-
roide no radiactiﬁo, debido a la baja capacidad
que le confiere el ntmero limitado de sitios ac-
tivos de unién. Por -el contrario, el esteroide
isotépicamente marcado unido inespecificamenfe,

no se desplaza con la adicién aun de grandes ex-

cesos de esteroide no radiactivo, puesto que las

. posibilidades que existen de unidn inespecifica

son ilimitadas y por lo tanto no shsceptibles de

ser desplazadas (Fig 4).

AFINIDAD.

La afinidad de unién eﬁtre el Receptor vy la Hor-
mona, estd determinada por las constantes de aso-
ciacién (Ka) y de disociacién (Kd) de la unién,
que es de tipo no covalente, reversible y disocia
ble, estas constantes se obtienen del desarrollo

de la ecuacién:
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COMPETENCIA DE UNION DE UNA HORMONA MARCADA
RADIACTIVAMENTE CON UNA NO MARCADA

UNION ESPECIFICA

%.DE UNION (dpm)

UNION NO ESPECIFICA

CONCENTRACION DE HORMONA
: NO RADIACTIVA

FIGURA No. 4



K1 .
E+ R ER
)
donde:
E. - este;oide
R - receptor
ER - complejo hormona-receptor

K; - constante de velocidad con que se
forma el complejo ER

K, - constante de velocidad con que se
disocia el complejo ER.

De acuerdo a la Ley de Accidn de Maéas: La velo-
cidad de reaccidn quimica, es proporcional al producte
algebraico de los reactivos, cada uno de ellos elevado
a la potencia de su coeficiente en una ecuacién Blanceg

da.

Asi:

v

;= &) ® M
vV, = (K})  (ER)

donde V-= Velocidad. -

En el equilibrio, la velocidad en ambas direccio-

nes ‘es igual, por lo que:



(k) (8) (R) = (k) (ER),

dividiendo la ecuacibn entre:

K, v (B (R),
tenemos:

5 ER) _ ;

KZ E R

de donde el vélor:

dd la constante de asociacién»eh el equilibrio:

K,
X

Ka = ,

2

y el reciproco de Ka, dardi la constante de disociacién

- en el equilibrio:

Los estudios metabdlicos de Loeb y Wilson (11), -

permitieron un mayor -avanceen el conocimiento de la interac-



cidén de las hormonas androgénicas con su receptor, a ni-
vel de tejidos accesorios masculinos. Estos autores de-
mostraron, que después Qg ia'aaﬁinistracién de testoste-
rona tritiada a ratas castradas, el esteroide se unfa a

receptores en prdstata y vesiculas seminales.

Por otra parte, los estudios pioneros de Liao (12),
Baulieu (13), y'Mainwaring (14) ; mediante la utilizacién
‘de gradientes de sacarosa .de baja fuerza idnica, permitie
ron la caracterizacidén parcial de este receptor de cito-

sol para testosterona ¥y dihidrotestosterona.

El coeficiente de sedimentacién del receptor en ul-
tracentrifugacién, dependiendo del procedimiento utiliza
do para su estudio ha sido informado entre 8 y 9.55. Ex-
perimentalmente, en presencia de altas concentraciones -
iénicas 1ogr#das mediante la adicidén de sales, la macro-
molécula receptora se diso;iw en subunidades de menor ta
mafio con coeficientes de sedimentacién entre 4 y 58, de
acuerdo a Baulieu (13), y de 3.5S de acuerdo a los hallaz

gos de Liao (12).

Otras caracteristicas fisicoquimicas del receptor
en su forma no disociada que han sido establecidas por

varios investigadores, incluyen la determinacién del pe-



so molecular, que es alrededor de 276,000 daltones, su
constante de disociacién que oscilade 2.4 a 4.0X 10'9 M,

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

En forma similar a lo descrito para estrdégenos (16)
'y progesterona (17), el compiejo testosteréna;receptor
bdel éitosol es transportado al nficleo mediante un proce
so activo. La actividad de este proceso de transporte
fue demostrado por Liao (j8), quien informé que los nd-
cleos obtenidos de préstata_dé'ratas castradas no conte
nian réceptOres capéces de unir andrdgenos, y, que la -
exposicién de éstos nficleos a dihidrotestosterona libre,
no resulté en la formacién del coﬁpleio Dihidrotestoste-
rona-Receptor nuqlear; lo que demostré que el fendmeno -
de transporte éifosol-nﬁcleo del complejo hormona-recep-
es activo, y requiere.su formacifén en el citosol. Las con
diciones 6ptimas de temperatura para que se realice este
fenémeno de transporte, han sido establecidas entre 25 y

37 °C.

.Aunque la naturaleza exacta del componente nucle-
ar que une al complejo receptor-andrdgeno no ha sido
" completamente aclarada, numerosas observaciones experi-
mentéles han dado informacién acerca de él o los poﬁi -

bles sitios aceptorés en el nficleo. En el momento ac-
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tual, aun cuando existen diversas teofias, es aceptado
por la mayor parte dé los autores, que el acéptor nu-
clear dél complejo hormona-receptor es una proteina no
histqpa, la cual estd Intimamente ligada al dcido de-

soxiribonucléico (ADN) (12,19).

Los mecanismos. fntimos que participan en la regu-
lacién de la unidén entre proteinas no histonas, ADN y
.complejo hormona-feceptor, no han sido aun bien diluci-
dados. Sin embargo, se acebta que como resultado de es
ta unién, se produce un incremento significativo en 1la
actividad de las ARN polimerasas I y II con el consecuen
" te incremen?o en la sintesis de ARN, como ha sido demos-
trado por Williams-Ashman y confirmado posteriormente -

pbr Liao (20).

Los eventos anteriormente descritos que incluyen
la S5et-reduccién de 1aJtéstosterona, la unidén de estas
hormonas a su'receptor especifico y su transporte al in
terior del‘nﬁcleo, la sintesis de ARN y que culminan con
la sintesis protéica a nivel ribosomal, ocurren én for-

ma secuencial en las c&lulas andrégeno-dependientes.

Cuando existe una falla en el mecanismo de accién

normal de la testosterona en cualquiera de los eventos



intracelulares anteriormente mencionados, se presentan

diversas formas de resistencia a 1la accién de andrége

nos, como es el caso del Tfm o sindrome de resistencia
a andrégenos, deséfita éor Lyon y Hawkes (21) en ratones,
o el Sindrome de Feminizacién Testicular en el Humano, y
que inicialmente se le consideré asociado a un defecto
enzimdtico en la conversidén de testosterona a 5 oA -DHT.
Sin embargo, estudios posteriores de Bardin, Pérez-Pala-
.ciAS y Wiléon (22-24), demostraron conversién metabdlica
normal de tesﬁosterona a su metabolito 5 *-reducido, pos-

tulando que el defecto residfia en una falla de la unién

de estas hormonas a su receptor especifico.

Bardin demostrd que el citosol de ratas conéste
défecto, no posefian la proteina receptora encontrada re-
gularmente en animales normales. Observaciones poste-
riores, demostraron que la administracién de testostero-
na y/o 5-DHT a ratas con éste defecto de receptor, mno
‘producia ningtn efecto androgénico como era de esperarse,
demostrdndose asi la falla en el mecanismo de accién hor

monal en estos animales.

En el humano existen diversas formas de Pseudoher-
mafroditismo masculino por insensibilidad a la accién

de andrégenos, que se manifieéstan clinicamente por una



falla en la accidén virilizante de dichas hormonas. Esta
condicibn clinica se ﬁresenta en individuos genotipica-
mente mésculinos, esto es, con complemento cromosdmico

46 XY, péro con féﬁotiﬁb total o paréialmente femenino,
dependiendo'de la extensién del defecto. Cuando el de-
fecto o falla, es universal se presenta la entidad cong
cida como Feminizaciéh Testicular completa; en estos in
dividuos el fenotipo es complétamente femenino debido a
" una ausencia absoluta de virilizacién. E1 primer repox
te en la literatura de este trastorno hereditario, fue
hecho en 1817 por Steglehnér (25) quien al realizar una
autopsia de una mujer de 23 afios de edad, sorprendente-
mente encontrd testiculos inguinaies bilaterales y ausen
cia de dGtero, desde entonces se han informado un gran
nGmero de casos, y en 1953 Morris (26) después de una
exhaustiva revisién de 98 casos, propuso el término de
Feminizacién Testicular para este sindrome, que en la -
actualidad constituye una entidad clinica bien definida,
que se presenta en individuos con complemento cromosdmi
co 46 XY, testiculos bilaterales, ausencia de fitero vy

trompas de falopio, genitales externos femeninos, y una

vagina terminada en fondo de saco ciego.

Los pacientes con Feminizacién Testicular son psi

cologicamente orientados como mujeres, y habitualmente



acuden a consulta al llegar a la pubertéd debido a ame-
norrea brimaria o a la bresencia de masas uni o bilate-
rales que se presentan eniforma de hernias inguinales, y
que corresponden a los testiculos. Al inicio de la pu-
bertad los pacientes bresentan desarrollo mamario espon
tineo de caracteristicas normales. La ausencia de pelo
plbico y axilar es caracteristica de la Variédad compig
ta de éste sindrome, 1la laparotomia‘exploradora, revela
ademds de los testiculos intrarabdominales, ausencia de

derivados Mullerianos.

‘Existe una forma incompleta del Sindrome de Femi-
nizacién Testicular, que clinicamente se distingue de 1la
vafiedad'completa pqr'presentar al llegar la pubertad,
aparicifn de pelb.pﬁbico y axilar,y frecuenpemente hi-
pertrofia discreta de clitoris. El desarrollo mamario
en estos pacientes con la variedad incompleta del sin-

drome, suele ser menos aparente.

Los testiculos como.se menciondé anteriormente, en
el 50% deAlos casos se encuentran localizados en las
regiones inguinales} Sus caracteristicas hisfolégicas,
incluyen tGbulos seminiferos que presentan detencién
en la espefmatogénesis a nivel de espermatogonia, con
células de Sertoli de caracteristicas normales, e hiper-

plasia de células de Leydig.



Los niveles de testosterona plasmitica se encuen-
tran moderadamente elevados, o en los limites superiores
normaleé en relaciég a los niveles de un hombre adulto
normal, lo que esfé.en relacién a la hiperplasia de las

cé8lulas de Leydig del testiculo.

La refractariedad a 1la accién de testosterona, en
estos pacientes ha sido demostrada también a otros nive-
.les de la economia, conio sucede en la Unidad Hipotélamo->
Hipofisiaria informada bor Tremblay y Col. (27) y Judd y
Col., (28), de tal forma que no obstante de que.estos pa-
cientes tienen nivelés normales o incluso elevados de tes
tosterona circulante, los niveles 'de hormona luteinizan-
te se encuentran también elevados, debido -a una falla en
la accién de.retroalimentacién negativa de la testostero

na sobre HL a nivel central.

Por otra parte, la administracién exégena de tes -
tosterona a dosis farmacolégicas y por tiempo prolongado,

no logra abatir los niveles de HL ni induce virilizacién.

Para determinar el nivel de la falla intracelular
en el mecanismo de accién de la testosterona a nivel de
los drganos Qndrégeno-dependientes; el fibroblasto huma-
no'obtenido a bartir de biopsias de piel de idrea genital,

cdnstituye un buen modelo, ya que €sta célula tiene la pe



culiaridad de ser andrbgeno sensible, y de conservar has-
ta su muerte las caracteristicas genotipicas del indivi-

duo del cual proviene.

En’loé Gltimos afios el desdrrollo de las diversas
dreas de la biomedicina, ha cénducido a un ﬁerfe;ciona-
mient§ de las técnicas de laboratorio de cultivo de célu
las, que permiten el estpdio'dq la biologia 4 nivel mole
cular. E1 cultivo celular ha sido utilizado en estudios
de indole genética, morfolégicé, en virologia, investiga
cién de.fﬁrmacos, eﬁ el estudio de enfgrmedades metab6li
‘cas e investigacién de cédncer entre otros; y particular-
menteAen‘el drea de ﬁiolpgia de lé Reﬁrodﬁccién, seria de
gran utilidad para el estudio del mecanismo intracelular

de accién hormonal.



II. " OBJETIVQS DEL ESTUDIQ

El ‘objetivo de este estudio 16 constituyé la ubica-

" cién de 1a o ias fallas'molecplares a nivel celular, que
result;n en el humano en alteraciones de la diferenciacién,
sexual, con ﬁarticular referencia a los sindromes de insen
sibilidad a la accifn de hormonas esteroides con actividad .

androgénica.

La hip6tesis ﬁlantea que mutaciones génicas en el cro
mosoma X pueden traducirse en alteraciones en la sintesis
de'receptores intracelulares para andrfgenos, en la sinte-
sis de moléculas estructurales alteradas, o bién en altera
ciones a nivel nuclear o a nivel ribosomal en la sintesis

protéica.

El estudio se realizé en el Departamento de Biologia
de la Reproduccién del InstitutolNacional de la Nutricién.
Las cé&lulas utilizadas,'se obtuvieron a partir de biopsias
de piel deiérea genital de indifiduoé hormales, y de pacien
tes con sindromes de insensibilidad a Andrégenos que acuden
a la Unidad Metabblica de Diferenciacién Sexual, y fueron

mantenidas en cultivo o en congelacién,

Previo al estudio experimental se establecieron las

condiciones &ptimas de laboratorio para el mantenimiento -



de las células en cultiyo, y se estandarizaron los pro-
cedimientos ﬁara el estudio del transporte intracelular

de andrégenos en cé&lulas normales, -



III.  MATERIAL Y METODOS .

MATERTAL:

1.

...............................

" Reactivos ' para cultivo celular.

-Medio esencial minimo de Eagle (MEM-Eagle) con sales

de Earle, con glutamina y aminoécidés no esenciales

sin bicarbonato de sodio; penicilina-estreﬁtomicina

liofilizadas, con 10,000 U/ml de penicilina base, vy
10,000 pg/ml de estreptomicina; solucién de tripsina
EDTA (IX), 0.5 g de tripsina (1:250).y 0.2 g de EDTA
por litro de sqlucidén balanceada de Hank, sin célcio
y magnesio; solucién de aminoidcidos no esenciales -
(100 X); suero fetal de ternefa; solucién palanceada_
de fosfatos de Dulbeco (PBS), sin calcio, sin magne-
sio y sin bicarbonato 4e sodio. Todos los reactivos

se obtuvieron de Grand Island Biological, Co.

Reactivos.

Todos los reactivos usados fueron de alto grado de -
pureza. El agua usada a través de todos los métodos -

fue bidestilada y desionizada.



,(],2;4;5,6,7«5H) Dihidrotestosterona con actividad
especifica.de - 123 Ci/mmolajovoalbumina marcada con
]4C, c¢on actividad esbecifica‘de 9.94 uCi/mg se ob-

tuvieron de New England Nuclear, Co.

4,  Limpieza de material.

Todo el material utilizado en cultivo celular se 1la
v6 en forma esbecial baré este fin, y su esteriliza
cién se 1levé a cabo en autoclave.

- METODOS :

Las lineas celulares usadas en &stos ekperimentos se
establecieron a partir de biobsias de piel»genitai de indi
viduos normales de ambos sexos y dgApacientes con diferen-
tes formas de pseudphermafroditismo‘masculinb, Las biop -
sias se .obtuvieron con una pinza de sacabocado estéril y
desechables bajo anestesia local usando'xilocéina al ‘1%, o
bien durante el traﬁsopgratorio cuando se obtuvo en forma.
simultdnea a algflin procedimiento quirfirgico ferapéutico. -
En todos los casos la biopsia se realizd previo consenti -
miento de 1los pacientés, o de los individuos normales.
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Los fragméntos de piel obtenidos con la bjopsia se
semhraron en botellas de cultivo desechables (Falcon)con
capacidad de'75'cm2 (250'mi) usando’ 10 ml de medio de ¢q1
tivo esenciél minimo-Eagle 0.98% b/v; pH 7.4, adicionado
con tricine (Sigma)-zo mM; hi;arbonato de sodio 24 mM,ami
nodcidos no esenciales 1% v/v; gstreﬁtbmicina_100 ug/ml,
benicilina 100 U/ml, y suero fetal de ternera 20%. Las siem
bras se incubaron a 37 °C en una atmésfera de aire 95% vy
Co, 5% durante el tiempo requeyido para observar la aﬁari
cién de los ﬁrimeros fibroblastos. Esto se logrd entre 1
a leemanas. Una vez que se logré la confiuencia celular
las células se subcu;tivéron en botellas nﬁevas. Este pro
cedimiento se realizé desprendiendo las cé&lulas de_la bo-
tella con tripsina y calentando la botella a 37 °C duran-

‘te 3 minutos.

El procedimiento de subcultivo se realizf 3 6 4 ve-
ces adicionales, con lo que se logrdé el establecimiento -
de una linea celular sin contaminantes con otros tipos de

células, que designaremos como linea celular primaria.

Una vez establecida la linea celular primaria, 1los

fibroblastos se usaron para estudios especificos, o se al
: -]

macenaron a -70 C sin detrimento de sus capacidades celu

lares-.
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Congelacion celular.

Para el congelamiento se utilizaron células confluen
tes, las cuales se despegaron de sus botellas por el proce-
diﬁiento de tripsinizacién préviamente descrito. La sus-
pensidén celular se centrifdgéra 800 x g a 4 °C durapte 3 mi
nutés, el precipitado celular se resuspendif6 en 1 ml de me-
dio (MEM-Eagle 0.98% p/v, tricine 20 mM, bicarbonato de so-
dio 24 mM, aminodcidos no esenciaies 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 transfirid a viales de vi
drio de 2.2 ml de capacidad. El proceso de congelacibén se
realizd en forma gradual con la finalidad de evitar dafic y/o

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

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

A. ESTUDIO DEL RECEPTOR CITOPLASMICO PARA DHT:

Cultivo Celular. Para el estudio de receptores para

5e{-DHT en los fibroblastos mantenidos en cultivo ,
las lineas celulares (normales femeninos n=5, norma -.
les masculinos n=6, pacientes con FTC n=2 y pacientes
con FTI n=2), se sembraron en botellas cilindricas -
de vidrio con capacidad de 690'cm2, (1892 ml). El ind-
6

culo inicial de 5 x 10° células se realizé 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, pénicilina 100 h/ml, suero fetal de ternera
10%, pH 7.4). Las botellas se gasearon con una mez-
cla de aire y co, (95%-5%) durante dos minutos, y se
incubaron en un incubador con rotacién (Bellco Glass,
Inc. Modelo 3032) a una velocidad de 0.2 rpm durante
las primeras 24 hs y de 0.4 rpm los 6 dias posterio-
res.- En el 3° y 6° dias se reemplazd el medio  con
100 ml1 de medio de cultivo (MEM-Eagle 0.98% p/v, tri-
cine 20 mM, bicarbonato de sodio 24 mM, estreptomici-
na 100 ug/ml, penicilina‘100 U/ml y suero fetal de ter

nera tratado con carbdén activado¥®).

Obtencién de citosol. El 7° dfa las botellas se enjuagaron

con 30 ml de medio dé cultivo a 37 °C sin antibibticos y sin sue
ro fetal de ternera, y se agregaron 50 ml del medio esencial mi-
nimo a 37 °C que contenia DHT-3H a una concentracién 1 M, y se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Al finalizar la incubacidn
- se decantd el medio de cultivo, y las botellas se enjua-

garon dos veces con 50 ml de solucidn amortiguadora

* El tratamiento para eliminar el contenido de esteroi-
des endbgenos del suero fetal de ternera consistid
en la adicibén de carbbén activado (1 g/100 ml), agita
cidén a 4 °C durante 12 hs y remocibn del carbén por
centrifugaci6én y filtracién en membrana millipore.



tris-salina (20 mM, 0.9%) a 4 °C. Se agregaron 10 ml
de la solucibn amortiguadora, se prepararon las célu-
las con una espdtula de hule (Bellco Glass, Inc.). To
do el procedimiento se realizb entre 0 y 4 °C. La sus
pensidn celular se centrifugbd a 800 x g a 4 °C duran-
te 8 minutos, el precipitado conteniendo el paquete -
celular se resuspendid en-3 ml de solucidn tris-sali-
na y se recentrifugd en las mismas condiciones. El pa
quete celular se resuspendif v/v en una solucidn que

contiene tris 20 mM, EDTA 1.5 mM, Ditiotreitol 0.25

mM, trﬁsylol 5000 U/ml y KC1 0.5 M. La suSpensién ce
lular se sometid a ultrasonido 3 veces durante 10 se-
gundos (Sonicador Heat Systems Ultrasonics, Inc. Mo-
delo W-220 F). La suspensidn de células rotas pof ul
trasonido se centrifugd durante 1 h a 105,000 x g (Ul-
tracentrifuga Beckman L-5-50B, en un rotor SW 50.1) a
2 °C., Del sobrenadante (Citosol) se tomaron alicuo -
tas para la cuantificacifén de proteinas que se reali-

z6 de acuerdo al procedimiento descrito por Lowry (29).

Separacidn del complejo 5oX-DHT-Receptor en gradiente de densi -

dad por ultracentrifugacién:

- 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 1.5 mM, ditiotreitol
0.25 mM a un pH de 7.4 con KC1 0.5 M, Como marcador

. 1
interno se utilizd ovoalbGmina '4Ch

Los gradientes'se centrifugaron durante 20 hs a 2 °C

a 250,000 xg. Se colectaron fracciones de 80 ul (5

'gotas) mediante la perforaci6én del fondo del tubo que

contenia el gradiente. En estas fracciones se midié
el contenido de radiactividad, previa adicién de 11~
quido de centelleo Insta-gel (10 ml), en un contador
de centelleo liquido Packard Tri-Carb mofelo 2660.
Las muestras se contaron por un periodo.suficiente

para un error de conteo menor del 5%.

ESTUDIO DE ESPECIFICIDAD DE UNION DEL RECEPTOR PAkA DHT

El procedimiento utilizado en estos estudios fue si-
milar al descrito anteriormente, excepto que en el -

estudio de especificidad se afiadié en la incubacién

hormonas frias en excesos, como a continuacifn se des

cribe.

1. Estudio de desplazamiento de la DHT unida al recep

tor. Los fibroblastos se incubaron con DHT-°H a
una concentracién 1 nM, mas DHT no marcada radiac

tivamente a una concentracidn 200 nM.



- 31 -

2. Estudio de competencia con otra hormona de naturaleza este
roidal. Los fibroblastos se incubaron con DHT-SH
a una concentracidn 1 nM,>mas cortisol no marcado

a una concentracién 200 nM.

ESTUDIO DE:TERMOLABILIDAD EN LA MACROMOLECULA RECEPTORA

La metodologia utilizadaen este estudio fue similar a 1la

anteriormente descrita hasta el momento dé la obten -

cién del citosol, el cual se calentd a 60 °C por un

periodo de 30 minutos.:- El citosol tratado de esta
forma se colocé en un gradiente de sacarosa de densi-
dad creciente y_por ultracenfrifugacién y fracciona -
miento del gradiente en la forma previamente descrita
se hizo el andlisis de la radiactividad obtenida en

las diferentes fracciones.

TRANSPORTE DEL COMPLEJO DHT-RECEPTOR:

Para el estudio del transporte del complejo hormona -
receptor del citosol al interior del nficleo, se usa -
ron lineas celulares (normales masculinos n=2, pacien
tes FTC n=1 y pacientes FTI n=1) obtenidas con 1los pro
cedimientos de cultivo anteriormente descritos.El com-
plejo 5o -DHT-receptor de cifosol se obtuvo de fibro-
blastos provenientes de individuos normales conla téc-

nica descrita anteriormente para el estudio de recep-
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tores hasta la obtencién del citosol. Los nficleos se
obtuvieron de fibroblastos normales y de fibroblastos
de pacientes con el sindrome de Feminizacidn Testicu-

lar en sus variedades completa e incompleta.

Obtencién de nficleos limpios. Se obtuvo el precipita-

do de células mediante el raspado de.las paredes con
una espédtula; el precipitado celular se centrifugé a
800 xg duranfe 10 minutos a- 4 °C, se eliminé el sobre
nadante y el paquete celular -se resuspendid en 4.2 ml
de solucién amortiguadora hipoténica (tris 0.02 M, clo
ruro de magnésio 0.5 mM, cloruro de calcio 1.0 mM; pH
de 7.4) se dejé_en reposo durante 15 minutos al tér-
mino de los cuales se rompié la membrana Eelular‘ a
través &e una aguja hipodérmica nfimero 25, el rompi -
miento complgto de las membranas se logrd al realizar
esta operacifn dhrgnte-io veces. A ésta suspensidnse
le afiadid 0.7 ml de solucidn amortiguadora hiperténica
(tris 0.02 M sacarosa 2.2 M, MgCl, 0.5 mM, CaCl, 1 mM,
pH de 7.4) con lo que se llevd la suspensi6én a condi-
ciones de isotonicidad. Se centrifugé durante 20 mi:3
nutos a 1600 x g a 4 °C, ¥y el paquete nuclear limpio
de detritus celulares se resuspendif en 1.2 ml de so-
‘lucién amortiguadora isoténica (tris 0.02 M, sacarosa

'0.32 M, MgCl, 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 incubé con. nﬁcieb§”(0.1 ml) normales y mutan-
tes utilizand6 una_solucién de KC1 (0.2 ml) a dos
diferentes concentraciones molares (0.05 y 0.18 M).
'Las incubaciones se realizaron entre 0 y 4 °C duran-
te 1 hora. El volumen final de- las incubaciones fue
‘de 800 ul. Como controles experimentales se utili-
zaronvincubaéiones de nficleos normales 'y mutantes

con una solucibén de 5« -DHT libre de recepfores bajo

las mismas condiciones descritas cuando se wutilizd

el complejo DHT-receptor.

Al finalizar el.periodo de incubacién los tubos se
centrifﬁgaron a 1600 x g durante 10 minutos a 4 °C,
los paquetes nucleares resultantes se 1lavaron con 1
ml de TKM (trié 0.05 M, KCI 0.025 M, MgCl, 0.001 M,
tritén X 100 0.2%,.sacarosa 0.05 M, pH 7.4) y se cen
trifuga}on a 1600 x g durante 10 minutos a 4 °C pos-
teriormente se les agregé 1 ml de TE (tris 2 mM, EDTA
0.15 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 5 segundos 2 veces para rom-

per los nlicleos. -De la suspensifn nuclear, se toma-
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ron 0.5 ml y se colocaron en viales con 10 ml de 1i-
quido de centelleo Insta-gei y se contaron durante
10 minutos en un corntador de centelleo liquido. Se

tomaron alicuotas de 0.2 ml para la cuantificacién

de ADN usando el método de Santoianni y Ayala (30),
.esta medicién se hace con el objeto de comparar cuan
titativamente los resultados obtenidos en cada uno

de los tubos del ensayo.
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IV, RESULTADOS

A. ESTUDIO DEL RECEPTOR CITOPLASMICO PARA 5‘*-DHT:A

A1)

Células de pacientes con el sindrome de femini-

zacién testicular completa.

El fraccionamiento del gradiente 1lineal de sa-
carosa, y el anilisis de 1la radiactividad con-
tenida en cada una de las fracciones demostrd,
en el caso de 163 fibroblastos normales usados
como contfo} exﬁerimental, la presencia de una
zona de mayor radiactividad entre 1las fraccio-
nes 30 a 40 con un pico méximo én la fraccién
36, como se observa en la figura's. Este fi-
co de radiactividad tuvo un coeficiente de se-
dimentacidn dé 4.6S en ultracentrifugacién, es-
timado de acuerdo a la sedimentacidén observada
para el marcador interno ‘(ovoalblimina ]4C) con

un coeficiente de sedimentacidn conocido (3.6S).

Ademds del pico méximo ya descrito, se obseérvé
un &drea de ra&iactividad en las Gltimas 5 frac-
ciones del gradiente y que corresponde a la 5¢-

DHT-°H 1ibre.



A2)

Por el contrario, el andlisis de radiactivi-
dad de las ffacciones del gradiente de incuba-
ciones de células mutantes, provenientes de dos
pacientes’(A y B) con el sfindrome -de feminiza-
cién testicular comﬁléta, demostré la presencia
de 5H en forma libre 1localizada en las fGltimas
fracciones, como puede observarse en 1la figura
5. El citosol de las c&lulas normales tuvo una
concentracién proteinica de 5.7 mg/ml, mieﬁtras
que el citosol de las células mutantes tuvo una
concentracién de 7 mg/ml. Estos resultados per-
mitieron establecer que en las c&lulas normales,
hubo unifn especifica de 5&-DHT a su receptor
citopldsmico a una concentracién de 40.5 fmélas/
mg protefna: Mientras que en el caso de las cé-

lulas mutantes esta unifn especifica no se esta-

blecib. -

Células de pacientes con el sindrome de femini-

zacibn testicular incompleta.

Como se muestra en la figura 6 el andlisis de
radiactividad de las fracciones bbtenidas del gra
diente con el citosol de las cé&lulas normales -
utilizadas como control, mostrS un pico de ra-

diactividad_en la fraccién de 4.6S. El fraccio-
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namiento del gradiente con el-citosol de los dos
pacientes (C y D) con el sindrome de feminiza-
cifn testicular incompleté, reveld en un caso ,
un: &rea de radiactividad entre las fracciones
25 a 35, con un pico miximo en la . fraccidén 28,
mientras que, en las c&lulas del otro paciente
se.observé una drea de radiactividad entre las
fracciones 30 a 40 con un pico miximo en la frac
" cibn 34, Estos picos méiximos ée radiactividad
tienen un coeficiente de sedimentacién de 5.1 S

calculadas en relacidén con la ovoalblimina 14

C

~utilizando .como marcado interno. El contenido
de protéinas~de1 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 unién
espécifica de 5<XA-DHT a su receptor citoplasmico

~en una concentracién de 37.9 fmolas/mg de protei
na en las células normales, mientras que en 1las
células mutantes esta unidn se establecié a una

concentracién de 6.25 fmolas/mg de pxoteina'y de

36.1 fmolas/mg de proteina respectivamente.

B. ESTUDIO DE ESPECIFICIDAD DE UNION DEL RECEPTOR PARA DHT

1. Estudio de desplazamiento de la DHT unida al receptor. Al
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hacer el anilisis de los resultados obtenidos en

estos estudios, podemos observar (Fig 7) que al

" ponet un exceso 200 veces de la hormona fria,exis

te un desplazamiento'totai de la hormona marcada.
Esto se observd en el caso de células de prepucio
normal asi como en las células de un paciente con
el sindrome de- feminizacidn testicular incomple-
ta. Los estudios hechos se llevaron a cabo por

dublicado.

Estudio de competencia con otra hormond de naturaleza es-
3

teroidal. Al incubar citosol con DHT-"H mas cor-
tiéol sin marcar radiactivamente en una concen -
tracién 200 véces mayor que la hormona marcada ,
obsefvamos que el .cortisol no desplazd a la DHT-
3H (Fig 8). En el caso de las c&lulas normales

en el control (células normales incubadas con -

DHT- >

H 1 nM) se obtuvo una unién de 32.3 fmolas

DHT/mg de proteinas, las c€lulas normales incuba
das con cortisol no radiactivo en un exceso de
200 veces tuvieron una uni6n de 36.24 fmolas DHT/
mg de proteinas, estos resultados son el promedio

de dos experimentos.

En el caso de las células del paciente con FTI,

se obtuvieron resultados similares; el control -



‘tuvo una unién de 38 fmolas DHT/mg de proteinas
y la incubacidén que se realizd usando el corti-
sol en exceso de 200 veces fue de 32.7 fmolas

DHT/mg de proteinas, estos resultados represen-

tan el promedio de dos experimentos.

c. 'ESTUDIO DE TERMOLABILIDAD DE LA MACROMOLECULA RECEPTORA.

El andlisis de las.fracciones obtenidas- del gradien-
te demostr6é tanto en células normales como en las cé
lulas del paciente con FTI, spiamente radiactividad
libre, lo que indica que la macromolé&cula receptora
para DHT perdid su capacidad de unién después de que

fué sometida al calor (Fig 9).

D. TRANSPORTE DE COMPLEJOS DHT-RECEPTOR A NUCLEOS DE INDIVIDUOS NOR

MALES Y DE PACIENTES CON EL SINDROME DE FEMINIZACION TESTICULAR
COMPLETA E INCOMPLETA,

El conteo de radiactividad de las diferentes incuba-
ciones de nﬁcieos con el complejo-citoplismico DHT-
réceptof, reveld como se muestra en las tablas I'y I
incorporacién de radiactividad tanto en los nficleos °
normalés, como éﬁ.los nficleos provenientes-de célu-

~las de pacientes con las formas completa e incompleta
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del sindrome de feminizacifn testicular. Como puede obser-
varse, el contenido de ra&iactividad expresado en dpm/ug DNA
fue similér tanto en los ﬂﬁcleos‘normales como en los mutan
tes bajo las dos diférentés condiqioﬁes de fuerza ibnica uti
1izad§ (0.05 y 0.18 M), observindose sin embargo una dismi-
nucién significativa del contenido de radiactividad para am
bos tipos de células cuando se utilizé en la incubacidén 1la

fuerza idnica mayor.

Por otra parte las incubaciones de nficleos obtenidos
de células normales y mutantes (Formas completa e incomple-

3y

ta del sindrome de feminizacién testicular), con 5<A-DHT-
libre en ausencia de receptor citoplasmidtico demostr6 una -

incorporacién nuclear de radiactividad précticamente nula.

En la expfesién final de los resultados, la incorpora
cibén neta de DHT-SH-receptor al interior del nﬁéleo, fue cal
culada restando la cantidad minima incorporada en los expe-
rimentos control CDHT-SH libre), a 1la radiactividad encon -

trada en el sonicado nuclear.

La concentracién 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 trabajé con
cantidades similares de material biolfgico en cada una de -

las incubaciones.
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FIGURA No. 5

Comparacitn de la unién de Sc(-DH'I‘-3H al receptor citoplasmitico, mediante ultracentrifugacifn
en gradientes de densidad de sacarosa, en fibroblastos humanos provenientes de pacientes con
el sindrome de feminizacidn testicular completa y de un individuo normal usada como conatrol.
a) Fibroblastos provenientes de prepucio de un individuo normal. b y c) Fibroblastos prove-
nientes de labio mayor de pacientes con el sindrome de feminizaci6n testicular completa.
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Comparaci6n de la uni6n de 5°(—DH1‘-3H al receptor citoplasmitico, mediante ultracentrifugacién
en gradientes de densidad de sacarosa, en fibroblastos humanos provenientes de pacientes - con
el sindrome de feminizacion testicular incompleta y de un individuo normal usada como control.
a) Fibroblastos provenientes de labio mayor de un individuo normal. b y ¢) Fibroblastos pro-
venientes de labio mayor de pacientes con el sindrome de feminizacidn testicular incompleta.
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FIGURA No. 7

Desplazamiento de DHT-SH unida al receptor por un exceso de DHI no
marcada radiactivamente. Los resultados presentan datos de un expe-
rimento efectuado por duplicado.e—e 1 nM de DHT-3H, o——o 200 nM

-de DHT.
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- Competencia de unién entre DHT-H y cortisol no marcado radiactivamen
‘te en un exceso de 200 veces. Estos datos son el resultado de un ex-

perimento efectuado por duplicado.
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FIGURA No. 9

Estudio de termola bilidad de la macromolécula receptora. E1 citosol
obtenido después de la incubacién de los fibroblastos con DHT-3H 1 mM,
se sometié a una temperatura de 60 °C durante 30 minutos. La capaci-
dad de unién se perdié totalmente como se muestra en la figura. Los
resultados presentan datos de un experimento.



TABLA I

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

| Orlij}g[;?Sgellleggmgif,jo 0r1gen de la preparac16n Concentracién dpm / pug DNA -
Citoplas’métgco nuclear ‘ KC1 M . incorporados
Células Normales Células Normales * ©0.05 : 27 **
Células Normales Células FIC * " 0.05 ' 35
Células Normales Células Normales 0.18 -’15
Células Normales Células FIC : 0.18 17

* Las céhilas normales se obtuvieron a partir de prepucio de un md1v1duo normal. Las celulas
FIC se obtuvieron de labio mayor de una paciente con FIC.

** Cada resultado presentado es el promedio de 3 estudios llevados a cabo. teniendo una desvia -
cién estandar ‘'de: 4.36, 2.9, 2.7 y 3.66 respectivamente.




TABLA II

3

CAPTACION DE COMPLEJOS DHT-"H-RECEPTOR POR NUCLEOS NORMALES Y

NUCLEOS DE FTI

Orlgen del complejo

dpm / Mg DNA

g?{op?ai{;;ig Egr . Origen gﬁc }; greparacién Con;grlltrﬁcién T ion
Células Nérmales Células Normales * 0.05 47 **
Células Normales Células ETI * ; 0.05 45
Células Normales Células Normale§ 0.18 26
Células Normales Célulasl FTI 32

0.18

* Las células normales se obtuvieron a partir de prepucio de un individuo normal. Las células
FT1 se obtuvieron de labio mayor de 2 ‘pacientes con FTI.

*% Cada resultado presentado es el promedio de 2 estudios llevados a cabo.teniendo una deSV1ac10n
estandar de: 2. Z 5, 3.1, 2.9 respectivamente.
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V. 'DISCUSION

Los resultados obtenidos en el curso de este estudio,
permitieron establecer que el fibroblasto humano es una célu-
la que es ficilmente obtenible a partir de biopsias de piel,
y'fécilmente mantenido_en cultivo o en congelacidn sin detri-
mento dé su capacidad metab6lica. Por otra parte, representa
un modelo expefimental finico para el estudio Qel mecanismo -
. intimo de accidn de hormonas esteroides con actividad androgé
nica por un nimero importante de fazones, incluyendo retencién -
de la senéibilidad a andr6genos de la piel de la cual deriva
por un tiempo prolongado, y fundamentalmente por permitir el
estudio de las macrbmoiéculas receptoras sin interferencia de
proteinas plasmidticas que unen especifica y no especificamen-
te a las hormonas esteroides. Finalmente este .tipo de estudio
puede ser utilizado como un procedimientb auxiliar de diagnés
tico en 1la clinica y contribuir a la ubicacién de las fallas
- moleculares en alteraciones de 1la diferenciaciéﬁ sexual huma-

na como se postuld en la hipbtesis de trabajo.

Nuestros resultados confirmaron el concepto de qué el
" mecanismo de accién fintimo de la 5 <X -DHT en una célula an
drégeno sensible se Tealiza de acuerdo al esquema de "2 pa-

sos" postulado por Jensen.



De hecho se pudo demostrar la formacién del complejo
.DHT-receptor en el citosol de los fibroblastos normales.
La'macromolécuia receptora exhibi6 un coeficiente de sedi
menta;iﬁn en ultracentrifﬁgacién de 4.6S en presencia de
KC1, que incrementa la fuerza 'iénica y favorece la diso-
ciécién_en sus sub-unidades. Nuestros &atos coinciden -
con lo informado previamente eﬁ la 1literatura para otros
tejidos andrégenos?sensibles o andrégeno-dependientes, en
donde el coeficiente de sedimentacidn oscila entre 3 y SS.
El transporte del complejo citopldsmico DHT-receptor al in-
terior del nficleo, fue también demostrado en el curso de
este estudio por una té&cnica in vitro de incubacién de ci-
tosol conteniendo el complejo hofmona—receptor con‘una pre
paracién ﬁuclégr. En experimentos cuyos. resultades no se
muestran en este trabajo, el transporte del complejo fue tam
bién evaluado por una técnica in ‘vivo encontréndose un coe-
ficiente de sedimentaciﬁﬁ de 3.6S para el complejo hormona

receptor en el nlcleo.

Cuando estos experimentos se reélizaron con células -
provenientes de individuos con el diagn6stico bien esta-
blecido de feminizacién testicular completa, 1los resul-
tados fueron significativamente diferentes de los obteni -

dos con células normales. En primer té&rmino cuando estas



células mutantes se incubaron con 5&(-DHT->H y el citosol
se ultracentrifugé en un gradiente de sacarosa, toda la
radiactividad se localizé en Ias Gltimas fracciones (DHT

libre) indicando la ausencia de la macromolécula receptora.

Estos datos indican que en estas células la sintesis -
del receptor en citosol no se realiza en forma adecuada. La
ausencia de la macromol&cula receptora en la fraccién solu-
ble de la célula, se traducirid en una falta de penetracién
de 1la DHT al interior del nficleo, y consecuentemente en una
falla total en el mecanismo de accién de DHT. De hecho, cuan
do en otros experimentos se estudié la penetracién de DHT
ai ﬁﬁcleo "in vivo" én estas células se pudo demostrar 1la
ausencia total de hormona intranuclear. Estos datos confir
maﬂ algunos informes previos de la literatura (31-34) y su-
gieren fuertemente que la mutacifn causante del ﬁseudohermg
froditismo masculino en estos individuos estd localizada a
nivel del gen o genes que regulan la sintesis del receptor

para andrégenos en el citosol.

En base al patréh de transmisién hereditaria del sin
drome de Feminizacién Testicular (Recesivo ligado al cro-
mosoma X) se ha postulado que la mutacidn ocurre a nivel
génico; en el cromosoma X (33). Algunos datos experimenta-

les en animales con esta mutacién apoyan este concepto (19):



Es interesante sefialar que nuestros resultados fueron idénti-
cos en células provenientes de diferentes pacientes con 1la
forma completa de este sindrome, pero pertenecientes a la

misma familia.

Posterior a éstos'estudios, creimos de interés estu -
diar el transporte del complejo DHT-receptor del citosol al
interior del nficleo en estas células mutantes, con el obje-
to de precisar si en ausencia de la macromolééﬁla receptora
el transporte se conserva o bien esta alterado en cuyo caso
sugeriria una andrégeno depén&encia. Para ello fue necesa-
rio obtener complejo DHT-receptor de células normales,y es-
tudiar el transporte al interior de nficleos provenientes de
células mutanfes. Los resultados demostraron que no existe
una diferencia significativa en el transporte a ncleos mu-
tantes y nficleos normales, demostrando la integridad del
transporte aun en ausencia completa del receptor. Por otra
parte, también observamos que cuando usamos concentraciones
de KC1 mayores se obtuvo una disminuc¢ién significativa de
la cantidad de radiac%ividad captada por el ndcleo, lo que
se explica en base al concepto de que el incremento en la
fuerza idnica del medio abole la unién inespecifica de la

hormona a otras proteinas (34).

Nuestros resultados demuestran que en la familia estu



diada con la forma completa del Sindrome de Feminizacién Tes
ticular, la alteracidn molecular causante del padecimiento
es la auséncia_del receptor para andrdgenos en el citosol.
Sin embargo es factible 1la existencia de familias con la mis
ma expresidén fenotipica del sindrome, cuya falla molecular
este localizada en algln o algunos eventes intracelulares -
posteriores a la unidén del andrégeno 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 end6crino y la actividad esteroido
genética gonadal de pacientes con la forma incompleta del
Sindrome de Feminizacidn Testiculér, es similar a 1la obser-
vada en la forma completa a pesar de existir algunas dife -
rencias en la expresién fenotipica. Fue por lo tanto de in-
terés estudiar el mécanismo intracelular de accidén de DHT
en fibroblastos provimentes de piel de drea genital (labio
mayor) de estas pacientes. Los resultados indicaron que a
diferencia de lo observado en células de individuos con 1la
forma completa del sindrome, la DHT se une a una macromolé&
cula receptora en el citosol en una forma similar a 1o ob-
servado en células normales. -El coeficiente de sedimenta-
cién del complejo DHT-receptor en su forma disociada fue de

5.1S en un ntmero de 3 experimentos. Esta diferencia en el



coeficiente de sedimentacifén con el receptor normal puede
explicarse en base a un artefacto metodoiégico. Sin em -
bargo serd necesario un mayor nimero de experimentos y de
nuevos enfoques metodolbgicos de estudio para'investigar
si existe algln significado bioldgico para esta diferencia

o es simple artefacto como se menciond anteriormente.

El complejo DHT-receptor tiene en estas células mu-
tantes la capacidad de penetrar al nficleo como se demostrd

en experimentos in vivo e in vitro.



II.

III.

-IV.

CONCLUSTONES FINALES

El trabajo eXﬁerimenfﬁl informado en esta tesis per

mite establecer las siguierites conclusiones:

'El fibroblasto derivado de bigl mantenido en culti-

vo representa un modelo Gnico para el estudio del
mecanismo intimo de accidén hormohal en condiciones-

normales y alteradas.

Se demostré que la ausencia del receptor citopldsmi
co para andrégenos fue la falla molecular responsa-
ble del Sindrome de Feminizacién Testicular comple-

ta en la familia estudiada.

Se demostrd por primera vez que el transporte cito-
sol-niicleo del complejo no es un proceso andrégeno

dependiente.

Se demostrd que en la forma incompleta del Sindrome
de Feminizacidn Testicular existe el receptor cito-
plasmitico para andrbgenos y que el complejo Hormo-
na-receptor penetra al ntcleo. indicando que la fa
1lla molecular responsable de la insensibilidad a

andrdgenos es posterior a los mecanismos estudiados.
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