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RESUMEN 

En este trabajo se analizan las propiedades de los sitios de uni6n a estra 

diol del endometrio de rata durante la mañana del día cinco de gestaci6n. 

Las ratas utilizadas se ovariectomizaron unilateralmente 30 días antes del 

apareamiento, se les inyecto (r.v.) azul de tripán para identificar los si 

tios donde se implantaría el blastocisto; de cada rata se obtuvieron tres 

muestras de endometrio funcionalmente diferentes, que son: endometrio recep 

tivo al blastocisto, endometrio no receptivo y endometrio de cuerno ovariec 

tomizado, se homogenizaron y se obtuvo el citosol. 

Se determinaron las constantes de los sitios de uni6n a estradiol a 4 y 25 e 

(condiciones de intercambio); se identifican dos Id diferentes, uno-co~ va 

lor cercano a 1 nM Y otro con un poco más de 30 nM e igualmente difere."ltes 

en capacidad de uni6n; posiblemente correspondan a los sitios de uni6n tipo 

I (receptor clásico) y tipo Ir. La mayor.densidad de sitios tipo I y II (ex 

presado en fentomoles/mg de proteína) corresponde al endometrio de cuerno 

ovariectomizado y la menor al sitio de implantación. 

Se analiz6 el contenido de estradiol tisular (por radioinmunoensayo) encon 

trándose que el endometrio de cuerno ovariectomizado mostr6 el mayor conte 

nido, 1.97 + 0.24 pmoles/g de peso húmedo, el menor contenido fué para el 

endometrio no receptivo 0.98 ! 0.17. 

También se hizo análisis por centrifugaci6n en gradiente continuo de sacaro 

sa, de las proteínas que l.men el estradiol en forma específica, identificán 

dose dos tipos, una con un valor cercano a 4 S Y el otro con valor cercano 

a 8 s. 

• 
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ANTk'..-CEDENTES 

La gestaci6n temprana en la rata requiere de una secuencia estricta de even 

tos hormonales esteroideos: niveles crecientes de progesterona desde el pri 

mer día y niveles basales de 17 :6-·estradiol con una elevaci6n del mismo en 

la tarde del día tres (1); estos esteroides inducen, al menos parcialmente, 

la capacidad de ciertas zonas del endometrio para establecer el reconoci 

miento celular con el blastocisto y permitir su implantaci6n, se les conoce 

como zonas de endometrio receptivo (ER) , estas zonas se enc~entran regular 

mente distribuidas a lo largo del útero y se alternan con zonas de endome 

trio no receptivo (ENR). La receptividad del endometrio coincide con una se 

rie de cambios en las funciones tisulares, de tipo bioquímico, fisicoquimi 

co y funcional, tales como el incremento en la síntesis de proteinas (2); 

cambios en las propiedades de carga neta de la superficie de la membrana 

(3); Y el aumento de la permeabilidad vascular, entre otros; todo esto co 

rresponde a 10 que se ha designado como "diferenciaci6n funcional del endo 

metrio" de la cual se desconoce en que momento se inicia y cual es la natura 

leza del mecani~o que la activa. Se ha sugerido que este proceso requiere 

de cantidades adicionales, locales, de estradiol que posiblemente seria pro 

porcionado pOF. el blastocisto (4,5); a este respecto se ha logrado estable 

cer experimentalmente la relaci6n entre la presencia local de estradiol y 

el aumento de permeabilidad de los vasos sanguineos (4). 

El aumento de permeabilidad vascular es lo que permite identificar al ER, 

esto se inicia s6lo unas horas antes de que se 11~Te a cabo la implantaci6n 

del blastocisto; para identificar este proceso se utilizan colorantes como 

azul de tripán, azul de Evans, etc. el cual se inyecta por vía intravenosa, 
\ 

en la sangre fO!'mc"l un conplejo con albumina el cual difunde rápidamente en 

el endometrio receptivo y lentamente en otros tejidos; por 10 tanto en esta 

etapa del embarazo (día 5) es posible identificar y obtener las zonas del 

endometrio en las que se llevará a cabo la imp1antaci6n; desafortunadamente 

no hay otro procedimiento que nos indique el posible inicio de la diferencia 
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ci6n funcional de esas zonas del endometrio antes del día cinco, lo cual 

permitiría conocer, posiblemente, los factores que participan en ella. 

Actualmente desconocemos la participaci6n que los esteroides pudieran tener 

en la diferenciaci6n funcional del sitio de implantaci6n; aunque se debe 

mencionar que, en general, el conocimiento que se tiene sobre el mecanismo 

de acci6n de los esteroides en sus tejidos blanco, es minimo; hasta la fe 

cha 5610 se conocen parcialmente algunos de los elementos que participan en 

este proceso. Un componente importante en el mecanismo de acción de los este 

rOldes son las proteínas receptoras intracelulares, especificas para cada es 

teroide al cual se unen y de esta forma llevan el mensaje hacia el núcleo. 

De acuerdo con esto, la acción de los esteroides siempre tendrá una relación 

directa con la presencia y propiedades de sus proteínas receptoras; por lo 

tanto, para conocer plenamente el papel intracelular de los esteroides en los 

tejidos blanco, es necesario identificar los diversos componentes que partici 

pan en la interacci6n esteroide-receptor, así como los factores que regulan 

la presencia y funci6n de los receptores. 

Logeat (6) y Martel (7) han considerado la posibilidad de que el estradiol 

tuviera alguna participaci6n en la diferenciación funcional del endometrio 

receptivo, han estudiado las propiedades de sus receptores en el endometrio 

receptivo al blastocisto en la rata; desafortunadamente estos autores hicie 

ron su estudio incurriendo en una serie de fallas metodológicas (no perfun 

den a las ratas, no eliminan los esteroides endógenos, no hacen estudios de 

sa~~ración de los receptores, no analizan sitios de uni6n secundarios, etc) 

lo que conduce, por un lado, a obtener muy escasa informaci6n y por otro, a 

resultados contradictorios entre ellos; sin embargo, es posible considerar 

que la participaci6n que los esteroides tuvieran en la diferenciaci6n Euncio 

nal del ER podrí~ reflejarse en las características y propiedades de los re 

ceptores intracelulares. 

Actualmente representa un gran desafio el tratar de resolver el mecanismo de 



acción de las hormonas esteroideas a nivel molecular, en las células de los 

tejidos blanco (8): hasta la fecha son mu1tiples los reportes en la litera 

tura sobre la posible secuencia de eventos que conducen a la expresi6n bio 

lógica de esas hormo~s (9-11); sin embargo, el conocimiento es escaso y con 

tradictorio,la mayor parte de la informaci6n se reduce a la interacci6n de 

la proteían receptora con el esteroide, pasando por alto otros posibles fac 

tores que pudieran participar en el mecanismo hormonal, como son, la natura 

leza y características del mecanismo de activaci6n del receptor; la pres~ 

cia y fUnci6n de sitios de unión secundarios (a estradiol), los cuales a pe 

sar de que han sido observados desde que se hicieron las primeras descripcio 

nes de receptores, no se les habia considerado participaci6n alguna en el me 

canismo de acción del estradiol, s610 recientemente se ha sugerido esta posi 

bilidad, todo esto unicamente en lo que respecta al citosol; en el núcleo la 

situaci6n es aun más compleja, sobre todo en 10 relacionado a la interacción 

del complejo receptor-esteroide con el sitio aceptor de la cromatina. 

La interacci6n entre los receptores citoplásmicos, de alta afinidad y capad 

dad limitada (baja densidad de sitios de uni6n) , con las hormonas esteroi 

deas en los tejidos blanco, es reconocido como el evento inicial en la acción 

hormonal (12). Una vez que se forma el complejo receptor-hormona es transloca 

do al núcleo donde interactua con 1-, cromatina para llevar a cabo cambios en 

la fUnción de la célula blanco (11). Las evidencias sobre la secuencia de es 

te proceso se han derivado de experimentos "in vivo" e I'in vitro"; respecto 

a la localizaci6n de los receptores, ciertos autores "han mostrado" la ubica 

ci6n citos61ica del receptor no ocupado por esteroides end6genos (9,12,13); 

este punto de vista no es compartido P9r otros autores, hay quienes niegan 
\ 

la presencia del receptor libre en el citosol (14,15), consideran que son ex 

elusivos del compartimiento nuclear; en lo que si hay acuerdo es en que la 

formaci6n del complejo receptor-esteroide implica un cambio en las caracteris 

ticas o propiedades del receptor que en conjunto corresponde a lo que se cono 

ce como "activaci6n del receptor" lo cual le permite unirse con gran afinidad 

a sitios especificas (sitios aceptares) sobre la cromatina, esos cambios pu 
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dieran ser de tipo conforma ci onal , al menos parcialmente (11). 

La formaci6n del complejo receptor-esteroide, sin embargo, s610 constituye 

un pequeño eslabon en el mecanismo de acci6n de los esteroides, el cual es 

un proceso muy complejo y requiere todavia de mucl:o trabajo experimental 

que permita dilucidar las diferentes etapas que componen la respuesta celu 

lar, de los tejidos blanco, a la presencia de hormonas esteroideas. 

En la actualidad desconocemos aun aspectos relacionados con la síntesis de 

los receptores y su distribución en los compartimientos de la célula; con 

las características físico-químicas del receptor "L~ vivo"; con los facto 

res que modulan su unión al esteroidej con el mecanismo de activación (cam 

bios conformacionales u otros) y por otro lado, con las características y 

propiedades de los sitios aceptores en la cromatina. 

Recientemente ha sido descrita por diversos autores (16,17) la presencia de 

sitios de uni6n secundarios, para estradiol, que si bien no son considerados 

propiamente receptores, se unen al ligando tambien en forma especifica, con 

menor afinidad pero mayor capacidad de uni6n que el receptor clásico; han 

sido descritos en tejido uterino de rata (16) y mamario, en h~'"lO (17). 

La relación entre el sitio de uni6n secundario y el receptor se desconoce, 

aunque se b sugerido que puedan formar parte del complejo receptor-esteroi 

de actuando sobre este como un mecanismo regulador de su translocaci6n ha 

cía el núcleo (18). 
Se ha observado que en'el análisis de los receptores a estrógeno s la disocia 

ción del complejo receptor-ligando exhibe dos fases de primer orden cuando 

la curva de saturación se hace con una concentración de (:3W-estradiol en un 

rango de 0.1 a::-O ru"!, 10 cual no sería explicable desde la disociación del 

estrógeno a partir de tm sólo tipo de sitio de unión. En este análisis, las 

concentraciones bajas del esteroide marcado nos permitirían identificar a 

los receptores que tienen alta afinidad y las concentraciones altas permiti 

rían identificar a los sitios de uni6n secundarios, que son de menor afini 

dad. 

\ 
\ 
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En el útero de rata se hizo una de las primeras descripciones de la presen 

cia de sitios de uni6n secundarios, para estradiol, as! como del procedimien 

to para analizarlos, estableciéndose que tienen alta capacidad de uni6n para 

ese ligando (18); se ha observado que en este tejido, después de la inyec 

ción "in vivo" o de la exposición "in vi tro" con ~IiJ-estradiol, el 50 % de 

la marca intracelular queda unido al receptor o sitio de unión tipo I. el 

resto se asocia a sitios de unión secundarios o sitios de uni6n tipo II (16). 

Esto significa que todos los reportes acerca del contenido de receptores en 

tejidos blanco, quel supuestamente corresponderian a la unión del estradiol 

a un sólo tipo de sitio de unión (receptor), en realidad corresponden a la 

determinación de una mezcla de sitios de unión, tipo I y tipo II, sobre to 

do en los que para su determinación se ha utilizado el "método de un s610 

punto"j esto posiblemente ha sido una de las causas por la que los diversos 

autores reportan valores de receptores con un rango muy amplio, de cero a va 

rios miles de fentomoles/~g de proteina, 10 cual no es muy fácil de interpre 

tar, como sucede en el caso de tumores mamarios dependientes de estrógenos 

(10,12,20), esto hace evidente la necesidad de busear sitios de unión secun 

darios en todos los tejidos donde se determine el contenido de receptores a 

a estr6genos. El análisis de las diversas poblaciones de sitios de uni6n en 

los tejidos blanco es particularmente necesaria cuando se intenta conocer el 

mecanismo y los factores que regulan la acci6n de los esteroides. 

Un procedimiento relativamente s:imple que nos muestra gráfica y simul táneamen 

te los dos tipos de sitios de uni6n a estradiol en el útero de rata, consiste 

en utilizar dos ratas, a una de ellas se le inyecta 2.5 ug de estradio1 marca 

do y se sacrifica a los 60 minutos junto con la otra no tratada, se procesa 

el útero para obtener el citosol y se hace la determinaci6n, en ambas, de re 

ceptores por una curva de saturaci6n, los datos se analizan por el método grá 

fico de Scatchard (21); en la rata no tratada se obtienen los receptores to 

tales, en la rata inyectada s610 se encontraron sitos de unión secundarios 

ya que el receptor se ha depletado desde el citoplasma, por translocación ha 
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cia el núcleo. Los datos del sitio de uni6n secundario se restan de los re 

ceptores totales y se obtienen los datos del receptor a estradiol, los cua 

les se analizan como se indica arriba, para obtener sus constantes de uni6n; 

este experimento nos indica además que el sitio de unión secundario del cito 

sol no se transloca al núcleo (22). 

Por otro lado, el sitio de uni6n secundario encontrado en el útero, analiza 

do por centrifugación en gradiente de sacarosa, muestra un coeficiente de se 

dimentaci6n cercano a 4 S, establecido a partir de experimentos paralelos 

con proteínas de peso molecular y coeficiente de sedimentaci6n conocido, a 

diferencia del receptor T~e muestra valores cercanos a 8 S (16), 10 que su 

giere que el sitio de uni6n secundario pudiera ser tL~ pre~~rsor del receptor. 

Se sabe que los receptores a esteroides son proteínas ácidas que no contie 

nen carbohidrato s , con peso molecular de 65 Xd para su forma monomérica, aun 

que su forma funcional pudiera ser un dL~ero o tetramero; es estabilizada por 

gntpos -SR, se asocia en forma esteTliométrica con su ligando por medio de 

uniones débiles como puentes de hidr6geno y fuerzas de Vander- Walls 

(9,12,23). Si bien se desconoce la función del sitio de unión secundario den 

tro del mecanismo esteroideo, su gran capacidad de unión sugiere que pudiera 

formar parte de un sistema de reserva o acumulaci6n de estradiol intracelular 

el cual sería liberado segun las necesidades del tejido para ser captado por 

el receptor y de esta manera ser translocado al núcleo (24). El procedL~ien 

to de análisis para determinar los sitios de uni6n secundarios implica utili 

zar mayor concentraci6n del esteroide marcado que la que se utiliza para ana 

lizar únicamente al receptor y temperatura de incubaci6n entre 18 y 37 e, a 

esto se ha llamado "condiciones de intercambio" (el receptor se analiza en 

tre O y 4 e); el tiempo de incubación puede ser desde 30 minutos hasta 18 h \ 

° más dependiendo de la temperatura de incubaci6n, en estas condiciones el 

esteroide marcado desplaza al esteroide end6geno que se encuentre unido a 

los receptores; a tales temperaturas se acelera el proceso de disociaci6n; 
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hay una relación directa entre la temperatura de incubación y la vida media 

del complejo receptor-esteroide, entendi&ldose por vida media la mitad del 

tiempo necesario para disociarlo en presencia de un exceso de esteroide mar 

cado (16). 

Desafortunadamente el sistema de intercambio no es tan simple, de hecho el 

resultado del proceso de intercambio corresponde a dos eventos diferentes: 

uno, el intercambio dependiente de la temperatura y dos, la pérdida de si 

tios de uniÓn (desnaturalización de la proteína) dependientes de un periodo 

largo de inc~bación (posiblemente por acidificación del medio por desarrollo 

bacteriano) y de la temperatura misma; el resultado final del proceso de in 

tercambio es la suma de estos dos eventos. Estas consideraciones metodológi 

cas enfatizan la necesidad de llevar a cabo controles de tiempo y tempera~~ 

ra que permitan conocer las condiciones óptimas para un tejido determinado. 

REQUERIMIENTOS EN EL ANALISIS DE LOS SITIOS DE UNION A ESTRADIOL E2-T EL CITO 

SOL~ 

Para el estudio de receptores a esteroides en general, se requiere una con 

centración mínima de proteínas de 1 mg/ml. valores f~uera de este rango dis 

torcionan el resultado final; c~ando se utiliza el método de carh6n-dextrán, 

con concentraciones de proteínas menores de 1 mg/ml, el carbón-dextrán adsor 

be el complejo receptor-esteroide (8). El medio de incubaciÓn requiere de 

una mezcla que contenga clorhidrato de tris hidroximetilaminometano; etilen 

diaminotetracetato de sodio; glicerOl y un compuesto con propiedades reduc 

toras como ditiotreitol o monotioglicerol, aunque recientemente se ha pro 

puesto la posibilidad de que estos últimos inhibieran parcialmente la uni6n 

del esteroide al sitio de uni6n secundario (25). El tiempo de incubación 

más adecuado es de 18 h c~ando se incuba a 4 e, a esta temperatura la diso 

ciación es muy lenta, aunque se pueden utilizar tiempos menores, como 4 a 8 

h, con el inconveniente de que en estas condiciones la unión receptor-este 

roide es lábil, en relaci6n inversa al tiempo de incubaci6n, al exponerse a 
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la mezcla carb6n-dextrán. Cuando se analizan los receptores por el método 

de intercambio, indicado antes, el tiempo de incubaci6n debe ser mucho me 

nor. En el inicio de todo estudio de receptores a esteroides debe hacerse 

una curva de saturaci6n del receptor por el ligando, por lo menos con 10 

puntos, en el caso de receptores a estradiol debe utilizarse un rango am 

pIio de concentraciÓn del esteroide marcado, por la posibilidad de que exis 

ta en el tejido a estudiar algun otro sitio especifico de uni6n (sitiOS de 

uni6n secundarios) que tendrían menor afinidad que el receptor; el rango de 

concentraci6n de ~~estradiol para el estudio de útero de rata ya se indi 

c6 antes (16,17). 

Después de la incubaci6n es necesario separar el 2~esteroide libre, del uni 

do al receptor; esto se puede llevar a cabo por diversos métodos, los dos más 

usados por accesibles, confiables y que requieren poco tiempo son: 1. el mé 

todo de c~rb6n-dextrán y 2. el método de hidroxiapatita; el primero adsorbe 

todas las moléculas pequeñas de la mezcla de incubación, entre ellas el 

e~ asteroide libre, se separa la parte sobrenadante por centrifugaci6n la 

cual contiene el complejo receptor-esteroide, se cuantifica su radiactividad 

para finalmente obtener sus constantes de uni6n; el segundo se basa en la ad 

sord6n del complejo a superficies cargadas, por centrifugaci6n se separa la 

resina que contiene el complejo y finalmente se hace una extracci6n con aleo 

hol del esteroide marcado y se cuantifica por centelleo líquido (8,26). 

Precauciones en el Análisis de los Receptores 

Los resultados del análisis de los receptores, en un determinado tejido, es 

pecialmente humanos, reportados por diferentes autores (27,28,29) generalmen 

te muestran ~~a gran dispersi6n, lo cual no necesariamente pudiera correspon 

der a las características propias de la célula bl~~co sino a factores propia 

mente experimentales, de hecho, el estudio de receptores a esteroides, en ge 

neral, esta sujeto a una serie de variables que de no ser consideradas bajo 

un mismo criterio distorcionarían los resultados, haciéndolos en un momento 
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dado, de dificil interpretación; este es un especto de gran importancia que 

ha inquietado a diversos investigadores y ha dado lugar a la creaci6n de ins 

ti tuciones internacionales (30,31) que regulan y avalan eventualmente la ca 

lidad experimental de este análisis. Por 10 tanto en todo estudio de recep 

tores a esteroides debe tenerse especial cuidado en los factores que pudie 

ran influir en el resultado final, los más importantes serian: a).- Cont~~i 

do de sangre en la muestra. En el caso particular del análisis de receptores 

a estradiol es necesario eliminar la mayor cantidad de sangre de los tejidos 

antes de procesarlos; la presencia normal de proteínas transportadoras de an 

dr6genos-estr6genos en suero se sumaría a los receptores y sitios de uni6n 

s ea¡ndari os , que seria dificil de advertir, sobre todo si no se utiliza una 

curva de saturaci6n; en el humano es dificil obtener tejidos libres de san 

gre, por lo cual es necesario hacer Oh~a de saturaci6n y análisis de los da 

tos por el método gráfico de Scatchard (21). el ~~al permitiria detectar al 

gun posible sitio de uni6n diferente al receptor; en modelos anL~ales de ex 

p'erimentaci6n si empre se debe perfundir el tejido inl'llediatamente después de 

sacrificar al animal. 

b).- Manejo de la Muestra. Diversos autores han planteado la necesidad de 

conservar la muestra en condiciones estrictas de temperatura (8,31,32), es 

to es a -70 C inmediatamente después de obtenerla, en estas condiciones es 

posible almacenarla durante meses sin pérdida considerable de receptores; 

cuando es necesario aL~acenarla por más tiempo 10 adecuado es liofilizarla 

y conservarla entre O y 20 C (8). Actualmente no hay una explicaci6n muy 

clara sobre la i~iliaaa de los receptores, aunque esto pudiera deberse 

a un cierto grado de actividad proteolitica la cual seria más importante a 

temperatura ambiente. 

c).- Homogenizaci6n de la Muestra. Este procedimiento debe llevarse a cabo 

necesariamente entre 0-4 Cj ya que habitualmente se utiliza el politr6n co 

mo homogenizador, el proceso de homogenizaci6n debe hacerse por periOdos no 
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mayores de 15 segundos, con inte~¡alos de reposo de 1 a 2 minutos para evi 

tar el calentamiento de la muestra; tambien debemos evitar la formaci6n de 

es~~a que sugiere desnaturalizaci6n de proteínas, entre ellas de los recep 

tores. 

Métodos de CálcJlo y Obtenci6n de las Constantes de Uni6n. 

La obtención de los parámetros de íxoi6n de los sitios que unen especifica 

mente estradio1 implica la resoluci6n de componentes de alta afinidad-poca 

capacidad (receptores), de los componentes de menor afinidad-mayor capacidad 

y finalmente de los sitios de unión inespecífica, posterior a la resolución 

de estos componentes se pueden obtener las constantes de unión, ~ como medi 

da de afinidad, así como la capacidad de unión (densidad o número de sitios). 

Para el caso de un tejido que tuviera un s6lo tipo de sitio de unión a·un 

cierto esteroide, los cálc~os se efectuarían cuantificando la uni6n total 

a la que se le resta la uni6n inespecífica, con los datos de la diferencia 

se podría aplicar el método de Scatchard (21), que es útil para ar.alizar 

reacciones en las que participa un s6lo componente de uni6n; esto en reali 

dad corresponde a un análisis de regresión lineal a partir de la relaci6n 

del e~esteroide unido al receptor/ ~~esteroide libre (eje y) con respec 

to al ~~esteroide unido al receptor (eje X); el resultado es una pendien 

te c~ya reciproca nos indica la afinidad del receptor por su ligando, Idi 

la intersecci6n con el eje X de esta pendiente nos indica la densidad de si 

tios de íXOi6n (33). 

MODELO DE RECEPTOR 

!.a interacci6n ent::-e un esteroide y su receptor puede ser descrita por el 

equilibrio 

R + H ___ "..,.. R H 1 

En ausencia de cualquier otro componente de uni6n, una expresión para la con 

centración de esteroide unido al receptor puede ser derivada desde la ecua 
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ción de acción de masas (33) 

2 

donde son la concentraci6n de receptor no unido y hormona res 

pectivamente y R / H es la concentración de hermona unida al receptor. 

La concentraci6n total del receptor esta dada por 

r~ r n 
'" '1:1' • = d + ¡R._ en donae 
... .... ,..J 

por lo tanto 

= 
R H 

y escribiendo U y N para la concentración de ester~ides unido y no unido, 

respectivamente, se obtiene que 

ui N 
/ 

::: 

u 

esto se puede reacomodar y queda 

rTI N ¡R 
K .:: - t 
d U 

por lo tanto 

[.~ t -:r r. 
Kd = 

U 

F;l~ t N Ir 
Kd = 

U 

Y finaL"nente 

I~ N 
U = 

_ 1-

Ir + Id 

La cuantificaci6n de [~t Y Kd 

UN 

IN 
:1 

o bien 

(o K 
a = 

3 

R N 
n -',-

.,.. t 
"- = d U 

4 

1 / Kd) es facilitada por el 
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reacomodo de la ecuaci6n 3 desde donde se han originado varias formas de grá 

ficas lineares como la obtenida por LL~eweaver y Burk para analizar las cons 

tantes de disociaci6n enzimatica (34) o la obtenida por Scatc.1.-tard para ana 

lizar la atracción por pequeñas moléculas y iones por parte de grandes molé 

culas (21); para el caso de receptores, estas ecuaciones sólo se pueden apli 

car después de corregir por unión inespeciPica. 

Gráficas Lineares 

Varias ecuaciones derivadas desde la eCJación de acción de masas pueden ser 

usadas para obtener gráficas lineares (34,35) en el análisis de la tL."1i6n re 

ceptor-esteroide, en cualquiera de los siste..onas propuestos se busca relacio 

nar el equilibrio entre receptores y f:orn.onas, no son aplicables en si tuacio 

nes de no equilibrio. 

La ecuación de Scatc~ard (21) es la más ampliamente usada ~~ cual~¿iera de 

estas formas 

u 
N 

! 1 \"U 
- (-1\'· - I v 

\ ~"'d f 
5 

donde U Y U corresponden a varias concentraciones de liganc.o unido y libre 

U / N Y U son las variables 

U max es la densidad de sitios 

1 
U max 

intercepto en Y = = 
pendiente pendiente 

o tambien 

u Ipl U 
" = 

L-: t -- -N 
.,.. 

Kd 1:... 
d 

6 

de donde se pOdría deducir que 

U 
[R] t Kd = U, 

N 
- U = 

u 
-K - [~]t N d 
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se di vide por -1 y finalmente tenemos 

Los datos por lo tanto tambien podrían ser graficados de ac~erdo a esta ecua 

cián. U Y N dependen de la concentraci6n total del ligando T y ni U ni 

N son variables independientes. Cuando los datos son perfectos su análisis 

por las dos ecuaciones, tÍ y 7, dan valores idénticos de R 
t 

y K., sin em 
a 

. bargo los resultados rara vez son perfectos y los medios aritm~ti,cos y geomé 

tricos de cuantificaci6n de cada par~~etro obtenido por medio de ~~bas ecua 

ciones puede dar re~ültados más confiables. 

En casos de tejidos que tengan un sistema con dos tipos de sitios de unión 

a un cierto esteroide y los resultados de su análisis de saturaci6n sean gra 

ficados de acuerdo al método de Scatc~1ard (21), se obtendrá una pendiente 

clArvilinear, que de hecho es una hiperbola cuyas asíntotas representan las 

actividades separadas de las dos clases de sitios, en donde los puntos de la 

rama superior izquierda corresponden a las concentraciones bajas del ligando 

libre y los puntos de la rama inferior derecha corresponden a los de alta 

concentraci6n; de ahí se podría asumir que a muy baj~ concentraci6n de ligan 

do libre sólo los sitios de alta afinidad acntarían, por 10 tanto la pendien 

te final obtenida a partir de los datos de la cola izquierda daría el primer 

valor aproximado de los parámetros de uni6n para los sitios de alta afinidad; 

por. otro lado a muy altas concentraciones de ligando libre, ambas clases de 

sitios serían considerados para unirse al ligando, quedando saturados los si 

tios de alta afinidad, así, trazando una linea sobre la cola izquierda se ob 

tiene el valor a\roximado de uni6n máxima (intersección con x) y la media Kd 

aparente; de los puntos inferiores a la dercha se obtiene la segunda pendien 

te y por lo tanto las constantes de los sitios de uni6n de baja afinidad y 

gran capacidad de unión, Figuras 2 y 3. 

Desde estos datos aproximados es posible obtener las constantes verdaderas, 
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para cada uno de los sitios de uni6n, por diversos procedimientos como el 

descrito por Rosenthal (36) o Guardabasso (37), entre otros; el primero es 

un método gráfico que básicamente consiste en trazar '~a serie de pendien 

tes paralelas a las ?~~dientes que ixnen los puntos originales de la gráfica 

de Scatchard hasta encontrar las dos pendientes finales que representarían 

a las dos poblaciones se sitios de tmi6n, esas dos p~~dientes tendrían que 

satisfacer la ecuaci6n 

o p = O A + O B 

en donde O es el origen, P es cualquier punto de la pendiente curvili 

near, A y B cada una de las pendientes a encontrar, esto nos permitiría 

obte.."1e!' las constantes de 1~i6n para cada :poh~_2-c:i ón de proteinas que unen es 

pec~ficamente el esteroidei este procedimiento incluso es posible llevarlo 

a cabo manualmente, pero se simplifica en forma importante por medio dé pro 

gramas computarizados. El sepUldo procedimiento se apoya en los mismos ele 

mentos que el primero, es decir, los puntos origil"..ales sobre la gráfica de 

Scatchard y por medio de un programa computarizado se seleccionan primero 

los puntos a la derecha y los puntos a la izquierda para obtener las dos 

pendientes preliminares más ade~~adas y sobre estas se lleva a cabo un meto 

do iterativo para aproximar etapa por etapa las dos pendi~"1tes que describen 

separadamente las propiedades de uni6n. 



15. 

PLANTEAMIEl"l?Q DEL PROBLEt'f.A 

El conocimiento actual de la interacción ~eceptor-esteroide en el control 

hormonal del endometrio y de otros tejidos blanco eS escaso, particularmen 

te en lo que se refiere a los factores ":p.le modulan esa interacción, a la 

distrirnJci6n subcelular de receptores libres y a otros posibles componentes 

que participen en este proceso. Muy recienta~ente se ~an descrito las propie 

dades de un sitio de ,mión secundario para el estradiol, sitio de uni6n tipo 

II, cJyas const~~tes de unión parec~~ ser muy diferentes a las del receptor 

clásico, no se sabe si existe interacci6n entre esos dos sitios de uni6n. 

Ante todo esto pareciera que la acción de los esteroides se lleva a cabo a 

traves de un proceso mUC10 más compl-::jo de lo que se ha propuesto tradició-: 

nalmente e incluso se podría establecer que ni siquiera se conocen todos los 

factores que participan en él. 

En este momento por lo tanto parece razonable la identificaci6n de los ele 

mentos que Eorman parte de la respuesta celular a la ?resencia de los este 

roides y 13 relaci6n entre ellos en los diversos tejidos blanco y en diferen 

tes condiciones Eisiológicasj a este respecto, el endometrio de la rata en el 

embarazo temprano parece ideal. 

\ 
\ 
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OBJETIVO 

Este trabajo tiene por objeto analizar las propiedádesdelos sitios de 

uni6n a estradiol en el citosol de end~etrio en relaci6n a la implantación 

del blastocísto, en el día cinco de preñez de la rata; determinar el cante 

nido de estradiol tisular y correlacionar estos dos parámetros entre si 

con las caracter:sticas funcionales del tejido. 
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PROGRAMA DE TRABAJO 

Mate~~l y Reactivos.- Equipo de laboratorio: Homogenizador Politr6n, reci 

pi entes especiales para contene~ nitrógeno líquido, centrifUga refrigerada, 

ultracentrifuga y contador de 

Los reactivos especiales son: 

150 Ci~~ol; é49-ovoalbumina 

centelleo líquido para emisiones beta. 

E~est~adiol de gran actividad especifica, 

y h4Cl-\-globulina; estradiol frio. L:. -' t; 

tL~imales.- Se usaron ratas Long-Evans adultas, vir;enes, con peso promedio 

de 240 g sometidas a periodos regulares de luz-obSCuridad (14-10 h) a tempe 

ratura constante de 20 e y libre acceso a alim~~to yagua. Las ratas fL:eron 

ova:::-iectomizadas unilateralmente y treinta días después se inició el control 

de su ciclo estral por estudio cito16gico de frotis vaginal; sólo se utiliza 

ron aquellas he~bras que mostraron po:::- 10 menos dos ciclos re~ulares. Para 

llevar a cabo el apareamiento se colocaron dos hembras en proestro con un 

mac~o en cada jaula, por la noche, a la mañana siguiente se observó el fro 

tis vaginal de cada hembra y la que mostr6 espermatozoides se le ubic6 en 

el día uno de preñez. ~~ la mañana del día 6 (9 a.m.) de gestación se proce 

di6 a aplicar 0.5 ml de azul tripan por vía intravenosa en el dorzo de la ce 

la, 30 minutos después se sacrific6 la rata por dislocaci6n ce~ncal, perfun 

diendo de in~ediato con soluci6n salina fria por la aorta toráxica; se remo 

vi6 el utero; en este momento el cuerno uterino Puncional ya mostraba zonas 

de color azul de 5 a 6 mm de largo, en número de 5 a 6 por rata, intercala 

das con zonas no t~~idas, de tamaño semejante. En seguida se procedi6 a cor 

tar las zonas de celor azul, así como las no telidas, de donde se obtuvo ER 

y ~JR ~espectivamente. Por otro lado, se ob~uvo una tercera muestra de endo 

metrio desde el cue!'!lO uterino contralateral, \ al que se le habría extirpado , . . 
el ovario, esta parte del útero no most~6 tinci6n alguna; el endometrio de 

esta regi6n tendría por 10 tanto características diferentes (EOv) ya que no 

habría tenido contacto con blastocistos, aunque estaría bajo el mismo ambien 
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te estero ideo sistémico que el cuerno uterino funcional. Todas las muestras 

de endometrio f'l.1eron congeladas y conservadas en nitrógeno líquido hasta su 

uso; los fragmentos de útero se cortaron longi~Jdinalmente y se les adicio 

no un~ solución (1:10 peso/volumen) conteniendo Tris-HCl 10 mM, SDTA 1.5 mM, 

glicerol 10 % y tioglicerol 10 ~1, a pH 7.4 (medio de incubaci6n para la reac 

ción receptor-esteroide) y son agitados en el homogenizador politr6n a baja 

velocidad durante 30 segundos, esto permiti6 desprender la mayor parte del 

endometrio dejando integra la capa muso~lar y serosa que resultan resisten 

tes a este tratamiento, lo cual f'ué establecido por control histo16gico. Se 

descartan los fragmentos grandes de tejido (múscJlo-seresa) qLledando una sus 

pensi6n, parciaL~ente homogenizada, de tejido endometrial. 

Obtenci6n del citesol 

El endometrio así obtenido se someti6 a una segunda homog~~izaci6n en un horno 

genizador Potter-Elvehem, se centrifugó a 800 x g, íO mino en una centrifuga 

refrigerada Modelo 1 EC FR-J, el residuo se lav6 en dos ocasiones con 1 mI de 

medio de inc~baci6n, se juntaron los sobrenadantes 1,2 y 3 Y se centrifugaron 

a 104,000 x 9 1 h para obtener el citosol; el contenido de proteínas se ajus 

te entre 2 }' 4 mg/ml con el medio de incubación para receptores. 

~Alisis de la interacci6n receptor-ligando por curva de saturación. 

El citosol se trat6 con una suspensión de carb6n activado-dextrán (5 % de no 

rit A lavada con HCl - 0.5 % dextrán e en 10 ml1 de Tris-HCI, pH 7.4 a 2 e, 

conteniendo 0.02 % de azida de sodio) (CAD), 9 partes de citosol por una de 

CAD, se inc1b6 durante 3 minutos a 4 e seguida por centrif'ugaci6n a 1::,000 

x g durante 5 minutos, eliminando así el cotttenido de estradiol end6geno, 

evitando de esta forma que participe en la reacción receptor-esteroide du 

rante la incubación dilujrendo el estradiol adicionado, sobre todo en los 

primeros puntos de la curva de saturaci6n. Los ~eceptores citoplásmicos no 
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oc~pados por esteroides end6genos se determinaron incubando alicuotas de 200 

ul de ci tosol en pre'senci~ de concentraciones crecientes de ~~estradiol, 
desde 0.1 hasta 60 n..11, disuelto en etanol, el cual es evaporado con nitr6ge 

no, la incdbación se hizo durante 18 h a 4 c. Para :a determinación de si 

tíos de unión seCtL'ldarios se establecieron previamente las condiciones ópti 

mas de incubaci6n (condiciones de intercambio), tie~po y temperatura; se in 

cuc6 a diferentes te."ltperaturas entre 18 y 37 C durante 6, 12 Y 18 h utili 

zando una sola concentraci6n del esteroide marcado, 25 nH. Una vez ,estable 

cidas las condiciones 6ptimas (se indican en re~~ltados) c~da muestra Eue 

analizada por CJrva de sa~Jración con las conc~'ltraciones arriba indicadas 

del estradiol marcado. La unión inespecifica se determin6 usando el ~ismo 

liga'ldo marcado + 200 veces la conc~ltraci6n de estradiol frío, para cada 

concentraci6n. Al final de la incubación se adicionaron 50 uI de CAD, se de 

j6 en reposo durante 5 minutos y se separó por centrifugaci6n a 15,600 x g 

por 5 minutos; se contó la radiactividad en un contador de centelleo líqui 

do Packard Tri-carb Hodelo 3390. Es necesario mencionar que el método de in 

tercambio nos permiti6 obt~'ler ?arcialnente los datos de receptores totales 
j 

y en su totalidad los sitios de uni6n secundarios; estos parámetros surgen 

del análisis de Scatchard (21) y de Rosenthal (36) de cada experimento. Las 

determinaciones se hicieron por duplicada para cada concentraci6n del este 

roide lT'.arcado. 

El níunero total de experi~entos fue de ¡, ~~ cada uno se utilizaron de 4 a 

5 ratas. 

La comparación estadística de los casos se hizo por medio del método de 

Kruskal-'.Jallis (33) • 

. málisis po:::, grarJiente ccntinuo de sacarosa 

Se determinó la distribuci6n de sitios de unión aestradiol en un gradiente 

continuo de sacarosa, de 5 a 20 %, en cada lAna de las tres muestras de endo 
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metrio; dos alicuotas de ci tosol de cada una de las nmestras de endometrio 

se incu.baron a 4 y 25 e respectivamente, en el primer caso en presencia de 

10 ~H de Ejestradiol y en el segundo caso con 25 n.H del mismo ligando, pa 

ra cada incubación se determin6 la unión inespecífica como ya se indic6. Al 

final de la inc~bacién se aplic~~ 100 tU sobre el gradiente lineal de sacara 

sa (4.:-:5 mI) p!'eparado en un formador de gradientes Beckman (2.:: mI en cada 

recipiente) en todos los gradientes se incluyó f4~ovoalbumina, 2000 dpm, 

como est~~dard de peso molecttlar, su coeficiente de sedimentaci6~ es de 

4.15 S. En alTuoos casos se utilizó ~a~bién ~4~-glObulina, 8 3. La corrí 

da se :1Ízo a 195,000 x g durante 12 ~, en un rotor con sistema de COllUitpio, 

Bec~~An SW 50.1 a O e, en seguida los ~~bos se perforaron por el fondo y se 

colectaron 44 fracciones (7 gotas en cada tubo, 105 u1) a los que se les adi 

cíon6 5 mI de instagel para contar su ráiactividad • 

. ~álisis del contenido de estradicl en el tejido por R I A 

Del homogenizado total de cada una de las tres diferentes muestras de endome 

trio se separ6 una alicuota de 0.5 ml a las que se les adicion6 5 m1 de eter, 

se agitaron por un minuto, se congelaren y se decanto la fracci6n eterea, se 

evapor6 y resuspendi 6 en 1. 2 mI de amortiguador Tri s 10 mJ1, pE 7.4. 

Para llevar a cabo el radioinmune análisis se corre una cu~,a estandard de 

estradiol en tubos de 7.5 x 10 mm con 0.5 mI de extracto; se les adicionaron 

10,000 cpm de la hormor.a a determinar, y en seguida 100 ul del anticuerpo es 

pecí.Eico; se incub6 18 h a 4 C; se agreg6 0.2 mI de carb6n-dextrán el C"..lal 

se separa centrif'ugando a. 3000 rpm durante 15 minutos; al sobrenadante se le 

adicion6 lí~uido de centelleo, se deja en reposo 18 h en la obscuridad y se 

cuenta la raQ1actividad. 

anticuerpo utilizado es altamente específico (producido por la O 11 S), 

da reacci6n cruzada con un valor máximo de 0.3 % para estriol y :ninimo de 

0.02 % con testosterona. 
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RESULTAros 

Condiciones óptimas en el análisis de sitios de tmi6n secundarios. 

Las diferentes muestras de endometrio estudiadas mostraron un máximo inter 

C3mbio de ~I}estradiOl a una ~emperatura de e incubadas durante 12 h 

C
",,· ",) 
:~gura i , temperaturas y tiempos ::layores de inC'.1baci6n parecen provocar 

una disociaci6n más rápida del complejo, sitio de tl.."1i6n seC'clndario-esteroi 

de. 

3s conveniente mencionar qu.e estas condiciones de intercambio no son necesa 

riamente las 6ptimas yara analizar el contenido total de receptores. 

Constantes de uni6n de los sitios tipo 1 y II. 
-10 

En las cur'las de saturación de los sitios de -uni6n con "1 x 10 hasta 
-8 ~.:¡ 

.; x 10 H de t'~est::,adiol e incubación a 4 o 25 e, se observ6 una doble 

fase de ?rimer órden en todas las mu.estras estudiadas; en las figuras 2 y :: 

se muestran dos curvas representativas de ER (única--nente) I analizadas a Ll. :' 

25 C respectivamente, en A se muestra la curva de saturación y e:..l'1 B el aná 

lisis por el método de Scaté~ard desde los datos de A; con este último pro 

cedimiento se obtiene una pendiente curvilínear lo que sugiere que est3 f'or 

mada de por lo menos dGS componentes, esto se confirrn.a medi::mte el uso del 

método gráfico de Rosenthal, el ~Jal nos permite obtener la doble pendiente 

de cada curva de Scatchard y sus respectivas constantes de unión, en la Ta 

bla 1 se indican los datos obtenidos de esta manera para el ER, ENR Y EOv 

respecti 'Jament e. 

De las constantes de tmión ()btenidas para cada muestra, se observ·a que un.J. 

de las K _ tiene valores cercanos a 1 n1:1, que :'ndica gron afinidad. esto 
el 

coincide en todos los casos con poca capacidad de uni6n, estos valores co 

rresponde."l. por lo tanto al receptor .::lá5ico; la otra :::d muestra valores ron 

cho más altos, lo q'..le indica menor ~.Enidad. posibleménte correspon':an al 

sitio de uni6n tipo II. 
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En la tabla I se muestran los valores promedio : la desviaci6n estandard de 

las constantes de uni6n, Kd y capacidad de lxnión (fentomoles/mg de proteina), 

de los sitios de unión tipo I y II; de aqui observamos que los valores de Kd 

son muy semejantes cuando el análisis se hace a 4 o 25 e tanto para el sitio 

de unión tipo I como para el sitio de uni6n tipo II en las diferentes mues 

tras de endometrio. En cuanto a la capacidad de unir estradiol del tejido en 

dometrial, se observan notables diferencias, la menor unión corresponde al 

sitio tipo I del endometrio receptivo, analizado ya sea a 4 e, 88 : 25 fen 

/. • 2+ q ~ I d L 1" tomoles¡ mg de prote~na o a 25 e, 4 - 1, fentomo..l..es/ mg , e prote..lna; e..... S~ t:lO 

d "6 . TI...' d ., , d t' e lxn2 n t2PO • \recep~or), e ~as tres muestras ce en ome_r~o parece mostrar 
+ + mayor capacidad de ~ión cuando se analiza a 4 e, ER 88 - 25, IDlR 158 - 41, 

EOv 199 : 66 fentomoles/mg de proteína, que cu~~do se analiza a 25 e 

ER 42 : 19, ENR 86 : 25, EOv 97: 29 fentomoles/mg de proteína, respectiva 

mente. 

Ct:m respecto al sitio de u..'1ión tipo Ir, la mayor capacidad corresponde a la 
+ I 

muestra de EOv, se observa que el total es 703 -- 194 fentomoles/mg de prote1 
+ na y de estos los que se encontraban libres de estradiol end6geno son 312 -

153 fentomoles/mg de proteina, que corresponde al 44 % del primero. En el SR 
+ + 

Y ~¡R la capacidad de uni6n es menor, 259 - 86 y 431 - 89 respectivamente; 

los sitios no oCJ.pados corresponden al 40 % en ER y 37 % en ENR de los si tíos 

totales 

Análisis de los sitios de llnión a é~estradiol por centrifugaci6n en gra 

diente de sacarosa. 

En todas las muestras de endometrio~ el citosol ~~é premarcado con 2 y 25 

r..M de é~estradiol e inci'bado durante 2 h a 4 y 25 ,'" esto nos permite 
\ 

~, 

identificar si tíos de uni6n a estradiol de tipo I y II libres y unidos. 

En las Figuras 4, 5 y 5 se muestran datos representativos de los tres tipos 

de e..~dometrio estu.diados y cor:!'esponden al perfil de radiactividad en ausen 

cía y presencia de estradiol no marcado, a 200 veces la concentraci6n del 
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marcado, en A se indica la incJbaci6n con 2 nM de @~estradiol incubado a 

0-4 e, en B se indica la incJbaci6n con 25 nM del mismo ligando, a 25 C. 

En los dos sistemas de ~nálisis se obser/an dos picos de radiactividad clara 

mente definidos que se ubican alrededor de las áreas 4 y 8 S, determinado 

por la relaci6n que guardan con los estandares internos, 4.1 y o ,.. 
u .:lo Todos 

los casos estudiados en condiciones de intercambio muestra.'1 un pico mayor en 

la regi6n 4 S. 

Este análisis por centrifugaci6n en gradie.'1te de sacarosa nos 5u.giere la dis 

tribuci6n y proporci6n entre los dos sitios de uni6n presentes en el endome 

trio. 

Estradiol tisular 

El contenido de estradiol tisular estudiado en 7 muestras de cada tipo de e.'1 

+ ~ + . 
dometrio fue como si~:rue: ER 1."18 - 0.79, ENR 0.98':' 0.17 y EOy 1.97 - 0.24 

pmoles/g de peso húmedo : la desviaci6n estandard. Cuando los tres grupos 

de datos se analiza.~ por medio de la prueba de ~Jskal-Wallis (38) se en 

cv.entra que hay diferencia significativa cuando se compara el ER contra el 

ENR Y EO.., con valores de p<: 0.035 y p< 0.046 respectivamente. 



24. 

DISCUSION 

Los estudios de Logeat (6) y ~~rtel (7) muestran datos opuestos en el cante 

nido de receptores a estradiol en el citosol del endometrio receptivo al 

blastocisto; atribuyen sus diferencias a la presencia del colorante que se 

utiliza para ide..l'ltificar esas zonas del endometrio, suponen que este tipo 

de substancias (azul de tripán. azul de Evans, etc.) se unirán al estradiol. 

En nuestro caso hemos tomado una serie de ¿recauciones tratando de evitar to 

dos los posibles factores que interfieran con la unión del receptor al este 

roide marcaco; la perfusión con solución salina, que hacemos inmediatamente 

después de sacrificar al animal, elimina todas las proteínas de ~lero Tle 

pudieran unirse al esteroide; por otro lado, al tratar el citosol con car 

bón-dextrán, antes de hacer los análisis de receptores eliminamos el cante 

nidos de estradiol endógeno y el colorante que se incorpora en el endometrio, 

principalmente e..l'l el ER y en mínima proporci6n en el ENR y EOv (por las raza 

nes ya explicadas). 

En este trabajo hemos intentado analizar las propiedades del sitio de uni6n 

secundario, a estradiol, comparándolas con las del receptor clásico, en el 

ER Y ENR, que se sabe tienen características bioquímicas y funcionales 

diferentes (2,4); además en tejido endometrial, de la misma rata emb~j,J:°3.:;:ada, 

del cuerno uterino al que se le habría extirpado el ovario, BOv, que por 10 

tanto habría sido privado del estímulo del blastocisto y de su posible secre 

ci6n local de estr6genos (4). Las diferencias fUncionales entre los diferen 

tes tipos de endometrio podrían sugerir que su control estrogénico, mediado 

por una o más poblaciones difere..1'l.tes de sitios de tl...l'li6n, pudiera ser particu 

lar en cada caso; a este respecto hemos ide.'"ltificado un patr6n característico, 

de los sitios de uni6n a ese lig~'1do. En las figuras 2 y 3 se identifican dos 
\ 

poblaciones de sitios de uni6n que posiblemente correspondan a las descritas 

por Clark (16). La mayor capacidad de uni6n q;.le muestran los. si tíos tipo Ir, 

Tabla T. en el endometrio de cuerno ovariectomizado, participan ~'"l igual pro 

porci6n los que se encuentran libres y los que se encuentran unidos a su li 
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gando endógeno, es dificil de explicarla, sobre todo considerando que corres 

ponde a un tejido en "reposo" ausencia de blastocisto); en cierta forma pu 

diera correlacionarse con el mayor contenido de estradiol que he~os encon~ra 

do en el endometrio de esa regi6n del úte::-o. 

M ... 1 °d d' .~ (" t ' I ~ tí) t ::.n cuan!..o a a menor capac:::. a ae un1un ,.ten omo.Lesrng ,,-e pro e_nas mos::-a 

da por el receptor (sitio de 1xni6n tipo !) en el ER, pudiera corresponder a 

a una translocaci6n más activa del complejo receptor-esteroide ~acia el nú 

cleo en un momento determinado, dadas las caracter1sticas funcior~les de es 

tas zonas del endometrio. 

El menor número de receptores que se obse~Ta a 25 8, ccn respecto a 4 e, Ta 

bla !, en las tres diferentes muestras dealdometrio, posiblemente correspon 

da a la modificación que pudiera sufrir la proteína receptora durante la in 

cubaci6n (desnaturalizaci6n por acidificaci6n del medio) ~ue interfiriera en 

su ~.mi6n con el esteroide; su estructura cuaternaria (dímero o tetrámero) ?o 

siblemente seria más lábil que la del sitio de uni6n secundario (monomero) 

(16). Por lo tanto en nuestras condiciones experimentales (6ptimas para el 

sitio de uni6n secundario) no se puede establecer la ?roporción entre recep 

tores libres y unidos al esteroide endógeno. 

En la distribuci6n de sitios de unión en el gradiente de sacarosa se ObSeT"la 

que todas las muestras de endometrio tienen dos pOblaciones de moléculas, 

4 S Y 8 S, sugeridas por los estandares de ~4~voalb~~ina (4 S) Y 

~4ª globulina (8 S) adicionados en el mismo gradiente, que unen ~~ estra 

diol específicamente, analizadas ya sea con el procedimiento habitual para 

el estudio del receptor clásico, 2 nM de É~ estradiol e inCl.lbaci6n a 

o - 4 e o bien con alta concentración del mismo ligando, 25 nM Y a 25 e 

(condiciones de intercambio). Es convenie.1"J.te mencionar 'que este tipo de al'1á 

lisis es básicamente cualitati'To. 

En cuanto al contenido de estradiol tisular resulta dificil de explicar la 
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diferencia de concentraci6n en las tres áreas funcionales de endometrio de 

una misma rata, las C'..lales se e.l'1contrarían ante un ;-:úsmo nivel circulante 

de la hormona y supuestamentemte una libre dí.fusi ~n a través de la me.'ltbra 

na plasmática. El EO" es ~l que contiene más estradio~ 1.97 ! 0.24 pmoles/ 

g de peso hÚJneco y ta.'ltbien es el que contiene la ma:.-cr densidad de sitios 

de tmi6n secundarios; esto pOdría corresponder a lo ?ropuesto por PanKo y 

col. (24) e...'1 :-elaci6n al posible :;>apel de reser"lOrio de estradiol :;>or parte 

de los si tíos de unión seC'.mdaríos. Se ;?odria pens.:3.r que esta <1C'J1TlUlaci6n 

se debe a lL'1i3. utilizaci6n mínio"11a de estradiol por parte de una célula que 

se e."'1contraría en relati'!o reposo con respecto de las zonas vecinas, ER Y 

EITE. 

CONCLUSIONES 

En este trabajo hemos analizado 3l~AnoS de los cor.!ponentes del mecanismo 

de acción esteroidea que pudieran ser .:laves en deterninar las f'tmciones 

de los tejidos blanco; los tres tipos de endometric analizados muestran 

un patr6n característico en los diferentes parámetros analizados, ~tgirien 

do que la f1mci6n de cada tipo de endom.etrio pudiera estar relacionada, por 

lo menos parcialmente, con las ?ropiedades de sus sitios de uni6n a estra 

diol. 

Los datos mostrados aquí corresponden unicamente a uno de los dos principa 

les compartimientos de la célula, el citoplasma. 
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FIGURA. '1 

Efecto del tiempo y la temperatura de incubación sobre la 

unión específica del [3H1-estradiol a los sitios de unión 

totales del citosol de endometrio receptivo al blastocisto. 

El tejido se homogenizó en amortiguador Tris-EDTA (Tris­

Hel 10 mM, EDTA 1.5 mM) pH 7.4, glicerol ·10% y tioglice-
r' 

rollO mM, en una primera fase en el poI itrón, se el imina 

el tejido fibroso y finalmente en homogenizador vidrio­

vi dri o. 

Se centrifuga a 800 x g, 10 minutos y a 104,000 x 9 60 mi­

nutos. El citosol (200 ul) se incubó con 25 nM de 

pH]-estradiol ~ f:ril-estradiol + 200 veces exceso de es­

tradiol 6 h (O), 12 h (1) Y 18 h (X), al final de la incu-

bación se ad i ci onan 50 ul de una mezcla de carbón-dextrán 

(¡~or i t A 5% lavada con He l-Dextrán e 0.5% (en 10 mM Tris 

He 1) ) y se centrifuga a 15,600 x 9 5 minutos. La radiac'" 

tividad se determina en 200 ul de sobrenadan te. 
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TABLA l. Id (nM) y CAPACIDAD DE UNION (f'm01es/mg de proteina) A 

~i-ESTRADIOL, DE SITIOS TIPO 1 Y 11 EN ENDOMETRIO DE RATA GESTANTE 

- .--
I CAPACIDAD DE UNION 
d 

4 C ER 1 -+ 0.69 - 0.15 88 ± 25 a 

II 36 :!: 18 95 ± 33 

ENR 1 + 0.78 - 0.22 156 :!: 41 b 

II 33 ! 21 172 ± 47 

EOv 1 1.01 + - 0.38 199 ± 66 e 

II 39 :!: 18 312 :!: 153 

25 e ER 1 0.85 :!: 0.19 42 ! 19 

II 34 .. :!: 18 259 ! 86 a' 

ENR 1 + 0.99 - 0.27 86 ± 25 

11 38 ! 16 431 :!: 89 b' 

EOv 1 + 1.08 - 0.29 97 ± 29 

11 41 ± 19 703 ± 194 e' 

El análisis fué hecho de acuerdo al método descrito en la figural, incu 

bando el tejido a las temperaturas indicadas. los datos se obtuvieron a 

partir de los métodos de Scat~~ard y Rosentha1 y representan la media ± 
la desviaci6n estandard de 5 casos. 

a p~0.05 cuando se compara con b y e (prueba de Kruskal-Wallis) 

Sitios Tipo I a 4 C p< 0.05 cuando se compara con los mismos, pero a 

25 C en todos los casos 

a' p<O.05 cuando se compara con b t 

• a p<:0.01 cuando se compara con e' 

• 

\ 
\ 
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