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RESUMEN

En este trabajo se analizan las propiedades de los sitios de unién a estra
diol del endometrio de rata durante la maflana del dia cinco de gestacién.
Las ratas utilizadas se ovariectomizaron unilateralmente 30 dias antes del
apareaniento, se les inyecto (I.V.) azul de tripé&n para identificar los si
tios donde se implantaria el blastocisto; de cada rata se obtuvieron tres
muestras de endometrio funcionalmente diferentes, que son: endometric recep
tivo al blastocisto, endomeffio no receptivo y eﬁébmetrio dé cuerno ovariec
tomizado, se homogenizaron v se obtuveo el citosol.

Se determinaron las constantes de los sitios de unibn a estradiol a 4 y 25 C
(condiciones de intercambio); se identifican dos Kd difereﬁfeé,'uno—con va
lor cercano a2 1 nM y otro con un poco mis de 30 nM e igualmente diferentes
en capacidad de unién; posiblemente correspondan a los sitios de unién tipo
I {receptor clésico) y tipo II. La mayor.densidad de sitios tipo I y II (ex
presado en fentomoles/hg de proteina) corresponde al endometrio de cuerno
ovariectomizado vy la menor al sitio de implantacién.

Se analizé el contenido de estradiol tisular (por radioinmunoensayo) encon
trandose que el endometrio de cuerno ovariectomizade mostré el mayor conte
nido, 1.97 b 0.24 pmoles/b de peso hfimedo, el menor contenido fué para el
endometrio no receptivo 0.98 b 0.17. ’

También se hizo andlisis por centrifugacién en gradiente continuo de sacaro
sa, de las proteinas que unen el estradiol en forma especifica, identificén

A

dose dos tipos; una con un valor cercant a £ § y 21 otro con valor cercano

\
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ANTECEDENTES

la gestacién temprana em la rata requiere de una secuencia estricta de even
tos hormonales estercideos: niveles crecientes de progesterona desde el pri
mer dia y niveles basales de 17 B-estradiol con wma elevacidén del mismo en
la tarde del dia 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 implantacién, se les conoce
como zonas de endometrio receptivo (ER}, estas zonas se encuentran regular
mente distribuidas a lo largo del ftero y se alternan con zonas de endome
trio mo receptivo (ENR). La receptividad del endometrioc coincide con una se
rie de cambios en las funciones tisulares, de tipo bioquimico, fisicoquimi
co y funcional, tales como el incremento en la sintesis devproteinas (2);
cambios en las propiedades de carga neta de la superficie de la membrana
(3); v el aumento de la permeabilidad vascular, entre otros; todo esto co
rresponde a lo que se ha designado como "diferenciacién funcional del endo
metrio” de la cual se desconoce en que momento se inicia y cual es la natura
leza del mecaniamo que la activa. Se ha sugerido que este proceso requiere
de cantidades adicionales, locales, de gstradiol que posiblemente seria pro
porcionado por el blastocisto (4,5); a este respecto se ha lograde estable
cer experimentalmente la relacién 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 sélo unas horas antes de que se lleve a cabo la implantacién
del blastocisto; para identificar este proceso se utilizan colorantes como
azul de tripin, azul de Evans, etc. el cual se inyecta por via intravenosa,
em la sangre forma un conplejo con albumina el cual difunde répidamente en
el endometrio receptivo y lentamente en otros tejidos; por 1o taﬁto en esta
etapa del embarazo (dfa 5) es posible identificar y obtener las zonas del
endometrio en las que se llevard a cabo la implantacidn: desafortunadamente

no hay otro procedimiento que nos indique el posible inicio de la diferencia
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cién Puncional de esas zonas del endometrio antes del dia cinco, 1o cual
permitiria conocer, posiblemente, los factores que participan en ella.
Actualmente desconocemos la participaciénm que los esteroides pudieran tener
en la diferenciaciédn funcional del sitio de implantacidn; aunque se debe
mencionar que, en general, el conccimiento que se tiene sobre el mecanismo
de accién de los esteroides en sus tejidos blanco, es minimo; hasta la fe
cha sélo se conocen parcialmente algunos de los elementos que participan en
este proceso. Un componente importante em el mecanismo de accién de los este
roides son las proteinas receptoras intracelulares, especificas para cada es
teroide al cual se unen y de esta forma llevan el mensaje hacia el nlicleo.
De acuerdo con esto, la accibén de los esteroides siempre tendri una relacién
directa con la presencia y propiedades de sus proteinas receptoras; por lo
tanto, para conocer plenamente el papel intracelular de los esteroides em los
tejidos blanco, es necesario identificar los diversos componentes que partici
pan en la interaccibén estercide-receptor, asi como los factores que regulan
la presencia v funcidn de los receptores.
Logeat (8) y Martel (7) han considerado la posibilidad de que el estradiol
tuviera alquna participacién en la diferenciacién 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 metodolégicas (no perfun
den a las ratas, no eliminan los esteroides endégenos, no hacen estudiocs de
saturacién de los receptores, no analizan sitios de unidn secundarios, etc)
lo que conduce, por un lado, a obtener muy escasa informacién v por otro, a
resultados contradictorios entre ellos; sin embargo, es posible considerar

Y
que la participacién que los esteroides tuvieran en la diferenciacién funcio
nal del ER podria reflejarse en las caracteristicas y propiedades de los re

ceptores intracelulares.

Actualmente representa un gran desafio el tratar de resolver el mecanismo de
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3.
accidn de las hormonas esteroideas a nivel molecular, en las células de los
tejidos blanco (8): hasta la fecha son multiples los reportes en la litera

, tura sobre la posible secuencia de eventos que conducen a la expresién bio
légica de esas hormonas (9-11); sin embargo, el conocimiento es escaso 7 con
tradictorio, 1a mayor parte de la informacidn se reduce a la interaccién de

la proteian receptora con el esteroidas, pasando per alto otros posibles fac
tores que pudieran participar en el mecanismo hormonal, como son, la natura
leza v caracteristicas del mecanismo de activacidn del receptor; la presen
cia v funcidn de sitios de wnién secundarios (a estradiol), los cuales a re
sar de que han sido observados desde que se hicieron las primeras descripcio
nes de receptores, no se les habia considerado participacién alguna en el me
canismo de accidn del estradiol, sOle recientemente se ha sugerido esta posi
bilidad, todo esto unicamente =n lo que respecta al citoseol; en el nﬁcieo la
situacidn es aun mas compleja, sobre todo en lo relacionado a la interaccién
del complejo receptor-esteroide con el sitio aceptor de la cromatina.

La interaccidn entre los receptores citoplismicos, de alta afinidad y capaci
dad limitada (baja densidad de sitios de unién}, con las hormonas esteroi
deas en los tejidos blanco, es reccnocido como el evento inicial en la accién
hormenal (12). Una vez que se forma el complejo receptor-hormona es transloca
do al nficleo donde interactua con 1+ cromatina para llevar a cabo cambios en
la funcién de la célula blanco (11). Las evidencias sobre la secuencia de es
te proceso se han derivado de experimentos "in vivo" e ™in vitro"; respecto

a la localizacién de los receptores, ciertos autores “han mostrado” la ubica
cién citosbdlica del receptor no ocupado por esteroides endbgenos (9,12,?3);
este punto de vista no es compartido p?r otros autores, hay quiemes niegan

la presencia del receptor libre en el citosol (14,15), consideran que son ex
clusivos del compartimiento nuclear; en lo que si hay acuerdo es en que la
formacidn del complejo receptor-esteroide implica un cambio en las caracteris
ticas o propiedades del receptor que en conjuntc corresponde a lo que se cono
ce como "activacidn del receptor® lo cual le permite unirse con gran afinidad

a sitios especificos (sitios aceptores) sobre la cromatina, esos cambios pu



dieran ser de tipo conformacional, al menos parcialmente (11).

La formacién del complejo receptor-esteroide, sin embargo, sblo constituye
un pequefio eslabon en el mecanismo de accién de los esteroides, el cual es
un proceso muy complejo v requiere todavia de mucho trabajo experimental
que permita dilucidar las diferentes etapas que componen la respuesta celu
lar, de los tejidos blanco, a la presencia de hormcnas esteroideas.

En la actualidad desconocemos aun aspectos relacionados con la sintesis de
los receptores v su distribucién en los compartimientos de 1a célula; con
las caracteristicas fisico-quimicas del receptor "in vivo"; con los facto
res que modulan su unién al esteroide; con el mecanismo de activacién (cam
bios conformacicnales u otros) v por otro lado, con las caracteristicas ¥
propiedades de los sitios aceptores en la cromatina.

Recientemente ha sido descrita por diversos autores (16,17) la presencia de
sitios de unién secundarios, para estradiol, que si bien no son considgrados
propiamente receptores, se unen al ligando tambien en forma especifica, con
menor afinidad pero mayor capacidad de unién que el receptor clisico: han
sido descritos en tejide uterino de rata (16) y mamario, en humano (17).

La relacién entre el sitio de unidn secundario y el receptor se desconoce,
aunque se ha sugerido que puedan formar parte del complejo receptor-esterci
de actuando sobre este como un mecanismo regulador de su translocacién ha
cia el micleo (18).

Se ha observado que en“el andlisis de los receptores a estrégenos la disocia
cién del ccompleio receptor-ligando exhibe dos fases de primer orden cuando
la curva de saturacién se hace con uma concentraciém de [?é}estradiol en un
rango de 0.1 a 70 n¥, lo cual no seria explicable desde la disociacién del
estrbédgeno a partir de un sélo tipo de sitio de unién. En este andlisis, las
concentraciones bajas del esteroide marcado nos permitirfan identificar a
los receptores que tienen alta afinidad v las concentraciones altas permiti
rian identificar a los sitios de unidn secundarios, que son de menor afini

dad.
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En el fitero de rata se hizo una de las primeras descripciones de la presen
cia de sitios de wnidn secundarios, para estradiol, asi como del procedimien
to para analizarlos, estableciéndose que tienen alta capacidad de unién para
ese ligando (18); se ha observado que en este tejido, después de la inyec
cién "in vivo® o de la exposiciédn "in vitro" con FéLestradiol, el 50 % de
la marca intracelular queda unido al receptor o sitio de unién tipo I, el
resto se asocia a sitios de wnidn secundarios o sitios de unién tipo II (16).
Esto significa que todos los reportes acerca del contenido de receptores en
tejidos blanco, que supuestamente corresponderian a la unidn del estradiol
a un sbélo tipo de sitio de unién (receptor), em realidad corresponden a la
determinacién de una mezcla de sitios de unidn, tipo I y tipo II, sobre to
do en los que para su determinacién se ha utilizado el "método de un sdlo
punto®™; esto posiblemente ha sido una de las causas por la que los diversos
autores reportan valores de receptores con un rango muy amplic, de cero a va
rios miles de fentomoles/%g de proteina, lo cual no es muy fAcil de interpre
tar, como sucede en el caso de tumores mamarios dependientes de estrégenos
(10,12,20), esto hace evidente la necesidad de busecar sitios de unién secun
darios én todos los tejidos donde se determine el contenido de receptores a
a estrbgenos. E1 andlisis de las diversas poblaciones de sitios de unidén en
los tejidos blanco es particularmente necesaria cuando se'intenta conocer el
mecanismo y los factores que regulan la accidn de los esteroides.
Un procedimiento relativamente simple que nos muestra grifica y simultineamen
te los dos tipos de sitios de unién a estradiol en el fitero de rata, consiste
en utilizar dos ratas, a una de ellas se le inyecta 2.5 ug de estradiol marca
do y se sacrifica a los 60 minutos junto con la otra no tratada, se procesa
el Gtero para obtener el citosol y se hace la determinacién, en ambas, de re
ceptores por una curva de saturacidn, los datog se analizan por el método gra
fico de Scatchard (21); en la rata no tratada se obtienen los receptores to
tales, en la rata inyectada sélo se encontraron sitos de unién secundarios

ya que el receptor se na depletado desde 21 citoplasma, por translocacién ha
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cia el nicleo. Los datos del sitio de unién 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 unién;
este experimento nos indica ademds que el sitio de unidn secundario del cito
sol no se transloca al micleo (22).

Por otro lado, el sitio de unién secundario encontrado en el {itero, analiza
do por centrifugacién en gradiente de sacarosa, muestra un coeficiente de se
dimentacién cercano a 4 §, establecido a partir de experimentos paralelos

con proteinas de pesc molecular y coeficiente de sedimentacién conocido, a
diferencia del receptor que muestra valores cercanos a 8 § (16), 1o que su
giere que el sitio de unibén secundario pudiera ser un precursor del receptor.
Se sabe que los receptores a esterocides son proteinas Acidas que no contie
nen carbohnidratos, con pesc molecular de 65 Xd para su forma monomérica, aun
que su forma funcional pudiera ser un dimero o tetramero; es estabilizada por
grupos ~SH, se asocia en forma estequiométrica con su ligando por medio de
uniones débiles como puentes de hidrégeno y fuerzas de Vander- Walls
(9,12,23). Si bien se desconoce la funcién del sitio de unién secundaric den
tro del mecanismo esteroideo, su gran capacidad de unidn sugiere que pudiera
formar parte de un sistema de reserva o acumulacidn de estradiol intracelular
el cual seria liberado segun las necesidades del tejido para ser captado por
el receptor y de esta manera ser translocado al nficlec (24). El procedimien
to de anilisis para determinar los sitios de unién secundarios implica utili
zar mayor concentracién del estercide marcado que la que se utiliza para ana
lizar Unicamente al receptor y temperatura de incubacién entre 18 y 37 C, a
esto se ha llamado "condiciones de intercambio” (el receptor se analiza en
tre 0 y 4 C); el tiempo de incubacibn puede ser desde 30 minutos hasta 18 h
o m&s dependiendo de la temperatura de incubacién, en estas condiciones el

esteroide marcado desplaza al esteroide enddgeno que se encuentre unido a

los receptores; a tales temperaturas se acelera el proceso de disociacién;
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hay una relacibén directa entre la temperatura de incubacién y la vida media
del complejo receptor-esteroide, entendiéndose 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 simpie, de hecho el
resultado del proceso de intercambio corresponde a dos eventos diferentes:
uno, el intercambio dependiente de la temperatura v dos, la pérdida de si
tios de unién (desnaturalizacién de 1la proteina) dependientes de un periodo
largo de incubacién (posiblemente por acidificacién del medio por desarrollo
bacteriano) v de la temperatura misma; el resultado final del proceso de in
tercambio es la suma de estos dos eventos. Estas consideraciones metodolégi

cas enfatizan la necesidad de llevar a cabo controles de tiempo y temperatu

ra que permitan conocer las condicicnes 6ptimas para un tejido determinado.

REQUERIMIENTCS EN EL ANALISIS DE LOS SITICS DE UNION A ESTRADIOL EN EL CITO
SCL.

Para el estudio de receptores a estercides en general, se requiere una con
centracién minima de proteinas de 1 mg/ml, valores fuera de este rango dis
torcionan el resultado final; cuando se utiliza el método de carbén-dextrin,
con concentraciones de proteinas menores de 1 mg/hl, el carbén-dextrén adsor
be el complejo receptor-esteroide (8). El medio de incubacién 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 Wiltimos inhibieran parcialmente la unidn
del esteroide al sitio de unién secundario (25). El tiempo de incubacién
més adecuado es de 18 h cuando se incuba a 4 C, a esta temperatura la diso
ciacién es muy lenta, aunque se pueden utilizar tiempos menores, como 4 a 8
h, con el inconveniente de que en estas condiciones la unién receptor-este

roide es 14bil, en relacidn inversa al tiempo de incubacibn, al exponerse a



8.

la mezcla carbdn-dextrin. Cuando se analizan los receptores por el método

de intercambio, indicado antes, el tiempo de incubacién debe ser mucho me
nor. En el inicio de todo estudio de receptores a esteroides debe hacerse

una curva de saturaciénm del receptor por el ligando, por lo menos con 10
puntos, en el casc de receptores a estradiol debe utilizarse un rango am

plic de concentracién del esteroide marcado, por la posibilidad de que exis
ta en el tejido a estudiar algun otro sitio especifico de unibn (sitios de
unién secundarios) que tendrian menor afinidad que el receptor; el rango de
concentracién de pé¥estradiol para el estudio de Gtfero de rata ya se indi

c6 antes (15,17).

Después de la incubacidn es necesario separar el ?é}esteroide libre, del uni
do al receptor; esto se puede llevar a cabo por diversos métodos, los dos mé&s
usados por accesibles, confiables y que requieren poco tiempo son: 1. el mé
todo de carbbdn-dextrin v 2. el método de hidroxiapatita; el primero adsorbe
todas las moléculas pequefias de la mezcla de incubacidn, entre ellas el
‘Pé}'estéreide libre, se separa la parte sobrenadantes por cemtrifugacidén la
cual contiene el compleio receptor-esteroide, se cuantifica su radiactividad
para finalmente obtener sus constantes de unidn; el segundo se basa en la ad
sorcién del complejo a superficies cargadas, por centrifugacifmn se separa la
resina que contiene el complejo v finalmente se hace una extraccién con alco

hol del esteroide marcado y se cuantifica por centellec lfquido (8,26}.

Precauciones en el Analisis de los Receptores

Los resultados del andlisis de los receptores, en un determinado tejido, es
pecialmente humanos, reportados por diferentes autores (27,28,29) generalmen
te muestran una gran dispersidn, lo cual no necesariamente pudiera correspon
der a las caracteristicas propias de la cé&lula blanco sino a factores propia
mente experimentales, de hecho, el estudio de receptores a estercides, en ge
neral, esta sujeto a una serie ds variables que de no ser consideradas bajo

un mismo criterio distorcionarian los resultados, haciéndolos en un momento
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dado, de dificil interpretacién; este es un especto de gran importancia que
ha inquietado a diversos investigadores y ha dado lugar a la creacién de ins
tituciones internacionales (20,31) que regulan y avalan eventualmente la ca
lidad experimental de este andlisis. Por lo 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 mis importantes serian: a).- Conteni
do de sangre en la muestra. En el caso particular del andlisis de receptores
a estradiol es necesario eliminar la mayor cantidad de sangre de los tejidos
antes de procesarlos; la presencia normal de proteinas transportadoras de an
drégenos-estrdgencs en suero se sumaria a los receptores y sitios de unién
secundarios, que seria d4ificil de advertir, sobre todo si no se utiliza una
curva de saturacidén; en el humano es dificil obtener tejidos libres de san
gre, por lo cual es necesario hacer curva de saturacidém y andlisis de los da
tos por el método grafico de Scatchard (21), el cual permitiria detectar al
qun posible sitio de unién diferente 21 receptor; en modelos animales de ex
perimentacién siempre se debe perfundir el tejido inmediatamente 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 2s a =70 C inmediatamente después de obtenerla, en estas condiciones es
posible almacenarla durante meses sin pérdida considerable de receptores;

cuando es necesaric almacenarla por mis tiempo lo adecuado es liofilizarla
¥y conservarla emtre O v 20 C (8). Actualmente no hay una explicacibén muy

clara sobre lainestEbilidad de los receptores, aunque esto pudiera deberse
a wn cierto grado de actividad proteclitica la cual seria m&s importante a

temperatura ambiente.

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

necesariamente entre 0-4 C; ya que habitualmente se utiliza el politrén co

mo homogenizador, el proceso de homogenizacién debe hacerse por periodos no
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mayores de 15 segundos, con intervalos de reposo de 1 a 2 minutos para evi
tar el calentamiento de la muestra; tambien debemos evitar la formacidn de
espuma que sugiere desnaturalizacidn de proteinas, entre ellas de los recep

tores.

Métodos de CAlculo y Obtencidén de las Constantes de Unidnm.

La obtencidn de los parimetros de unién de los sitios que unen especifica
mente estradiol implica la resolucidén de componentes de alta afinidad-poca
capacidad {receptores}, de los componentes de menor afinidad-mayor capacidad
v firalmente de los sitios de unibén inespecifica, posterior a la resolucidn
de estos componentes se pueden obtemer las constantes de unidn, Kg como medi
da de afinidad, as{ como la capacidad de unién {densidad o nimero de sitios).
Para el caso de un tejido que tuviera un sélo tipo de sitio de unidn a-un
cierto esteroide, los cllculos se efectuarian cuantificando la unidn total

a la que se le resta la unibn inespecifica, con los datos de la diferencia
se podria aplicar el método de Scatchard (21), que es Gtil para amalizar
reacciones en las gue participa un sélo componente de\unién; esto en reali
dad corresponde a un andlisis de regresién lineal a partir de la relacién
del Eﬁ}esteroide unido al receptor/'géyesteroide libre {eje ¥) con respec
to al ?é}estereide unido al receptor (eje X); el resultado es una pendien
te cuya reciproca nos indica la afinidad del receptor por su ligando, Kg;

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

tios de unidén (33).

MODELO DE RECEPTCR
La interaccidn entre un esteroide 7 su receptor puede ser descrita por el
equilibrio

R + H “—-RH 1

En ausencia de cualquier otro componente de unidn, una expresidn para la con

centracibén de esteroide unido al receptor puede ser derivada desde la ecua
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cién de accién de masas (323)

EERATEE: z

= d

E son la concentracidn de receptor no unide y hormona res

donde &ﬂ hig {

[ M ]

pectivamente v R /' H es la concentracién de hormona unida al receptor.

La concentracidén total del receptor esta dada por

(R + é’“} en donde [ﬂ = !'3

Foood

por lo tanto

v escribiendo U v N para la concentracifn de estercides unido v no unido,
respectivaments, se obtiene que

(B, - o

d U
esto se puede reacomodar y queda

{éjtz\:-uu

X =
d U
por lo tanto
ol bl X
_ Rl © _ p’ N
d U }f
R, ® N RN
£ = - — cbiem N + X = < -
d U T U
v finalmente
h3 ¥
U = i.‘:l + N 4
T 4
¥ =+ Yd
La cuantificacién de Eﬁt y Ky (o £, o= 1 /’Z&) es facilitada por el
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reacomodo de la escuacidén 3 desde donde se han originado varias formas de gra
ficas lineares como la obtenida por Lineweaver y Burk para analizar las cons
tantes de disociacién =mzimatica {34) o la obtenida por Scatchard para ana
lizar la atraccidn por pequeBias moléculas y iones por parte de grandes molé
culas (2?); para el caso de receptores, estas ecuacioness 5810 se pueden apli

car después de corregir por unidén inespecifica.

GrAficas Lineares

Varias ecuacicnes derivadas desde la scuacifn de accibén de masas pueden ser

’

usadas para obtener graficas lineares (34,35) 21 analiszis de la unifn re

&

ceptor-esteroide, en cuvalgquiera de los sistemas propuestos se busca relacio
nar el equilibrio entre receptorss ¥y hormonas, n¢ son aplicables zn situacio
nes de no equilibrio.

La ecuacidn de Scatchard (21} es la més ampliamente usada en cualquiera de

estas formas

\
T o= )T ] 5

donde U v N corresponden a varias concentraciones de ligando unido y libre
) /’N vy U son las variables

U max es la densidad de sitics

1 intercepto en Y

Umax = =~
pendiente pendiente

o tambien

¥
1

&%

,
mly
~

[}
[

de donde se podria deducir que

U - U
R s e -0 -V = —x o[,
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se divide por =1 y finalmente tenemos

U
X
=)=

Los datos por lo tanto tambien podrian ser graficados de acuerdc a esta ecua

[ A |

v -

cifn. U y W dependen de la concentracibdn total del ligando T y ni U ni
N son variables independientes. Cuando los datos son perfectos su andlisis
por las dos ecuaciones, 5 y 7, dan valores idémticos de R N v Kd’ sin em
. bargo los resultados rara vez son perfectos vy los medios aritméticos y geomé
tricos de cuantificacién de cada pardmetro obtenide por medio de ambas ecua
ciones puede dar resultados mds confiables.

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

a un cierto estercide y los resultadeos de su andlisis de saturacidn sean gra
ficados de acuerdo al método de Scatchard (21), se obtendri uma pendiente
curvilinear, que de hecho es wna hiperbola cuyas asintotas representan las
actividades separadas de las dos clas;s de sitios, en donde los puntos de la
rama superior izquierda corresponden a las concentraciones bajas del ligando
libre v los puntos de la rama inferior derecha corresponden a los de alta
concentracién; de ahi se podria asumir que a muy baja concentracién de ligan
do libre sbélo los sitics de alta afinidad actuarian, por lo tanto la pendien
te final obtenida a »artir de los datos de la cola izquierda daria el primer
valor aproximado de los pardmetros de unidn para los sitios de alta afinidad;
por otro lado a muy altas concentraciones de ligando libre, ambas clases de
sitios serian considerados para unirse al ligando, quedando saturados los si
tios de alta afinidad, asi, trazando uma linea sobre la cola izquierda se ob
tiene el wvalor a?roximado de unién mixima (interseccién con X) v la media Kd
aparente; de los Euntcs inferiores a la dercha se obtiene la segunda pendien
te y por lo tanto las constantes de los sitios de unidén de baja afinidad y
gran capacidad de unidn, Figuras 2 y 3.

Desde estos datos aproximados es posible obtemer las constantes verdaderas,
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para cada uno de los sitios de unidn, por diversos procedimientos como el
descrito por Rosenthal (36) o Guardabasso (37), entre otros; el primero es
un método grafico que bisicamente consiste en trazar una serie de pendien
tes paralelas a las rendientes que unen los puntos originales de la gréfica
de Scatchard hasta encontrar las dos pendientes finales que representarian
a las dos poblaciones se sitios de unidn, esas dos pendientes tendrian que

satisfacer la ecuacidn
0P = 0A + 0B

en donde 0 es el origen, P es cualguier punto de la pendiente curvili
near, A4 v B cada una de las pendientes a encontrar, esto nos permitiria
obtaner las constantes de unidn para cada poblacién de proteinas que unen es
necificamente el esteroide; este procedimiento incluso es posible llevarlo

a cabo manualmente, pero se simplifica en forma importants por medio de pPro
gramas computarizados. El segundo procedimiento se apova en los mismosz ele
mentos gque el primero, es decir, los puntos originales sobre la gréfica de
Scatchard v por medio de un programa computarizado se seleccionan primero
los puntos a la derecha y los puntos a 1la izquierda para obtener las dos
pendientes preliminares mas adecuadas vy sobre estas se lleva a cabo un meto
do iterativo para aproximar etapa por etapa las dos pendientes que describen

separadamente las propiedades de unién.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El conocimisnto actual de la interaccidn receptor-esteroide en el control
hormenal del endometric vy de otros tejidos blanco =28 escaso, particularmen
te en 1o que se refiaere a los factores mue modulan esa interaccidn, a la
distribucidn subcelular de receptores libres v a otros posibles componentes
que participen en este proceso. Muy recientemente se han descrito las prepie
dades de un sitio de unidn secundario para =21 estradiol, sitio de unidbn tipo
IT, cuyas constantes de uwnidn parecen ser muy diferentes a las del receptor
clésico, no se sabe si existe interaccidn entre esos dos sitios de unidn.
Ante todo esto pareciera que la accidn de los esteroides se lleva a cabo a
traves de un proceso mucho mas complejo de 1o que sa2 ha propuesto tradicib-
naimente e incluso se podria establecer que ni siquiera se conccen todos log
Factores que participan en &1.

En este momento por 1o tanto parece razonable lz identificacidn de los ele
mentos que forman parte de la respuesta celular a la presencia de los este
roides v 1a relacibn =ntre ellos en log diversos tejidos blanco v en diferen

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

embarazo temprano parece ideal.



OBJETIVO

Este trabajo tiene por objeto analizar las propiedades de los sitios de
unidén a2 estradiol en el citesol de endommtrio en relacidn a la implantacién
del blastocisto, en el dia cinco de prefiez de la rata; determinar el conte
nido de sstradiol tisular vy correlacionar esteos dos parametros entre si

con las caracteristicas funcionales del tejido.
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PROGRAMA DE TRABAJO
Material y Reactivos.- Equipo de laboratorio: Homogenizador Politrdn, reci
pientes especiales para contener nitrégeno liquido, centrifuga refrigerada,
ultracentrifuga v contador de centelleo ligquido para emisiones beta.
Los reactivos especiales son: EHLestradiol de gran actividad especifica,

e -
1590 Ci/%mol; E4g—ovoa1bumina v E%g?g;globulina; estradiol frio.

Animales.~ Se usaron ratas Long-Evans adultas, virgenes, con peso promedio
de 240 g sometidas a periodos regulares de luz-obscuridad (14-10 h) a tempe
ratura constante de 20 C y libre acceso a alimente ¥ agua. lLas ratas fueron
ovariactomizadas unilateralmente v treinta dias despuds se inicid el control
de su ciclo estral por estudio citoldgico de frotis vaginal; sblo se utiliza
ron aguellas hembras que mostraron por 1o menos dos ciclos regulares. Fara
llevar a cabo &l apareamiento se colocaron dos hembras en proestro con un
macho en cada jaula, por la noche, a la maflana siguiente se observd el fro
tis vaginal de cada hembra v la gque mostrd espermatozoides se le ubicé en

el dia uno de prefiez. En la mafiana del dfa 6 (9 a.m.) de gestacibn se proce
did a aplicar 0.5 ml de azul tripan por via intravenosa en el dorzo de la co
la, 30 minutos después se sacrificéd la rata por dislocacidn cervical, perfun
diendo de inmediato con solucidén salina fria por la aorta tordxica; se remo
vidé el uterc; en este momento el cuermo uterino funcional va mostraba zonas
de color azul de 5 a £ mm de largo, en nimero de 5 a 5§ por rata, intercala
das con zonas no tefiidas, de tamafio semejante. En segquida se procedid a cor
tar las zonas de cclor azul, asi como las no tefiidas, de donde se obtuvo ER
y ENR respectivamente. Por otro lado, se obtuvo una tercera muestra de endo
metrio desde el cuerno uterino contralateral,\al que se le nabria extirpado
el ovario, esta parte del fitero no mostrd tincidn alguna; el endometrio de
esta regidn tendria por lo tanto caracteristicas diferentes (EOv) va que no

habria tenido contacto con blastocisteos, aunque estaria bajo el mismo ambien
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te esteroideo sistémico que el cuerno uterino funcional. Todas las muestras
de endometrio fueron congeladas y conservadas en nitrdgeno liquido hasta su
usc; los fragmentos de Qitero se cortaron longitudinalmente y se les adicio
no una solucidén (1:10 peso/volumen) conteniendo Tris-HAC1 10 mM, EDTA 1.5 mM,
glicerol 10 4 v tioglicerol 10 mM, a pH 7.4 {medio de incubacién para la reac
cidn receptor-esteroide) v son agitados en el homogenizador politrén a baja
velocidad durante 30 segundos, esto permitid desprender 1a mayor parte del
endometrio dejando integra la capa muscular v sercsa que resultan resisten
tes a este tratamiento, lo cual fué astablecido por control histolégico. Se
descartan los fragmentos grandes de tejido {mﬁsculo—serosa} quedando una sus

pensidn, parcialmente homogenizada, de tejido endometrial.

Obtencién del citosol

El endometrio asi obtenido se sometié a una segunda homogenizacién en un homo
genizador Potter-Elvehem, se centrifugd a 8C0 % g, 10 min. en una centrifuga

refrigerada Modelo 1 EC FR-J, el residuc se lavd en dos ocasiones con 1 ml de
medio de incubacién, se juntaron los sobrenadantes 1,2 v 3 v se centrifugaron
a 104,000 x g 1 b para obtener el citcsol; el contenido de proteinas se ajus

to entre 2 y 4 mg/hl con el medioc de incubacibn para receptorss.

AnAlisis de la interaccién receptor-ligandc por curva de saturacién.

El citosol se traté com una suspensién de carbén activado-dextran (5 % de no
rit A lavada con HC1 - 0.5 ¥ dextrdn C en 10 mM de Tris-HC1l, DH 7.4 a 2 C,
conteniendo 0.02 % de azida de sodio) {CAD), 9 partes de citosol por una de
CAD, se incvbdé durante 3 minutos a 4 C seguida por centrifugacidn a 15,000

x g durante 5 minutos, eliminando asi =1 c&ptenido de estradiol endbgeno,
avitando de esta forma que participe en la reaccién receptor-estercide du

rante la incubacidn diluvendo el estradiol adicionado, sobre todo en los

primeros puntos de la curva de saturacidn. Los receptores citoplismicos no
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ocupados por esteroides endboenos se determinaron incubando alicuotas de 200
ul de citosol en presencia de concentraciones crecientes de [éLes radiol,
desde 0.1 hasta 50 nM, disuelto en =tanol, el cual =25 evaporado con nitrdge
no, la incubacidén sze hizo durante 18 h a 4 . Para la determinacidn de si
tios de unidn secundarics se establecieron previamente las condicicnes épti
mas de incubacidn (condiciones de intercambio), tiempo v temperatura; se in
cubd a diferentes temperaturas entre 18 v C durante &, 12 v 18 h utili
zando una sola concentracién del esteroide marcado, 25 nM. Una wvez.estab
cidas las condiciones &ptimas (se indican en resultados; cada muestra fue
analizada por curva de saturacidn con las concentraciones arriba indicadas
del estradiol marcado. La unién inespecifica se determind usando el mismo
ligando marcado.+ 200 veces la concentracibén de estradiol frio, para cada
concentracidén. Al final de la incubacidn se adicionaron 50 ul de CAD, se de
j& en reposo durante 5 minutos v se separd por centrifugacidm a 15,400 % g
por S minutcs; se contd la radiactividad en un ccntador de centelleo ligqudi
do Packard Tri-carb Mcdelo 3390. Es necasario mencionar que el método de in
tercambio nos permitid obtener parcialmente los datos de receptores totales
‘y an su totalidad los sitios de unidn secundarics; estos pardmetros surgen
del analisis de Scatchard (21) v de Rosenthal (26) de cada experimento. Las
determinaciones se hicieron por duplicado para cada concentracién del este
roide marcado.
E1l niimero total de experimentos fue de 7, en cada uno se utilizaron de 4 a
5 ratas.
La comparacidn estadistica de los casce se hizo por medic del método de

Xruskal-Wallis O)

Anilisis

g

or gradiente continuo de sacarosa

e

Se determind la distribucidn de sitios de unibn a estradiol en un gradisnte

continuo de sacarosa, de 5 a 20 ¥, en cada una de las tres muestras de endo
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metric; dos alicuotas de citosol de cada una de las muestras de endometrio
se incubaron a 4 v 25 C respectivamente, en el primer caso en presencia de
10 nif de Eé}estradiol v en el segundo caso con 25 n¥ del mismo ligando, pa

ra cada incubacidn se determind la unidn inespecifica como va se indicd. Al

final de la incubacién ze aplican 100 ul sobre el gradiente lineal de sacaro

H

sa {4.5% ml) preparado en un formador de gradientes Beckman (2.2 ml en cada
recipiente) en todos los gradientes se incluy$ E4éLovoalbumina, 2000 dpm,
como estandard de peso molacular, su coeficiente de sedimentacidén es de
4,15 8. En algunos casos se utilizd tembién 64;E5—globulina, 8 3. La corri

+

da se hizo a 195,000 x g durante 12 7 en un rotor con sistema de columpio,
Beclman SW 50.1 a O C, en seguida los tuboz se perforaron por =1 fondo y se
colactaron 44 fracciones (7 gotas en cada tubo, 105 ul) a los que se les adi

ciond 5 ml de instagel para contar su rdiactividad.

Andlisis del contenido de estradicl en el tejido por R I A

Del homogenizado total de cada una de las fres diferentes muestras de endome
tric se separd una alicucta de 0.5 ml a las que se les adiciond S ml de eter,
se agitaron por un minuto, se congelaron vy se decanto la fraccibdn eterea, se
evapord v resuspendid en 1.2 ml de amortiguador Tris 10 mM, pH 7.4.

Para llevar a cabo el radioinmunc andlisis se corre una curva estandard de
estradiol en tubos de 7.5 x 10 mm con 0.5 ml de extracto; se les adicicnarcon
10,000 cpm de la hormona a determinar v en seguida 100 ul del anticuerpo es
pecifico; se incubd 18 h a 4 C; se agragd 0.2 ml de carbbn-dextrin el cual
se separa centrifugando a 3000 rpm durante 15 minutos; al sobrenadante se le
adiciond licuido de centelleo, se deja en reposo 18 h en la obscuridad y se
cuenta la radiactividad.

El anticuerpo utilizado es altamente aspecifico (prcducidc por la O M S),

da reaccién cruzada con un valor méximo de 0.3 % para estriol v mfinimo de

0.02 % con testosterona.
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RESULTADCS

Condiciones dptimas en el andlisis de sitios de unidn secundarios.

Las diferentes muestras de =ndometrio estudiadas mostraron un maximo inter
cambio de @é}estradiol a una Tamperatura de 25 C incubadas durante 12 h
(Figura 1), temperaturas v tiempos mayores de incubacién parecen provocar
una disociacidn mds rdpida del complejo, sitio de unidn secundario-esteroi
de.

Ez conveniente mencionar gue 2stas condiciones de intercambio no son necesa

riamente las Sptimas para analizar el contenido total de receptores.

Constantes de unidn de los sitios tipo I v II.
._'}O
Pn las curvas de saturacidn de 1os sitios de unidn con 1 x 10 hasta
(e}

-0 . . :
5 x 10 Hde Eé}estradlol e incubacibn a 4 o 25 C, se observd una doble

La)

fase de primer 8rden em todas las muestras estudiadas; en las figuras 2 7
se muestran dos curvas representativas de EZR {tnicamente), analizadas a 4 =
25 C respéctivamente, en A se muestra la curva de saturacidn v an B el ané
lizis por el método de Scatchard desde los datos de A; con este Ultimo pro
cedimiento se obtiene una pendiente curvilinear lo que sugiere que esta for
mada de por 1o menos dos componentes, esto se confirma mediante 21 uso del
métode gréfico de Rosenthal, el cual nos permite obtener la doble pendiente
de cada curva de Scatchard y sus respectivas ccnstantes de unidn, er ia Ta

bla I se indican los datos obtenidos de esta manera para el ER, ENR v EOv

De las constantes de unidén obtenidas para cada muestra, se observa que una
de las X_ tiene valores cercanos a 1 nM, que indica gran afinidad, esto
coincide an todos los casos con peca capacidad de unidn, estos valores oo
rresponden por lo tanto al receptor cllsico; la otra Kd muestra valores mu

cho mds altos, lo que indica menor afinidad, posiblements correspondan al

sitio de unién tipo II.
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+ N
En la tabla I se muestran los valores promedio - la desviacibdn estandard de

las constantes de unibn, X, v capacidad de unién (Eentomoles/hg de proteina),

d
de los sitios de unidn tipo I v 1II; de aqui observamos que los valores de Kd
son muy semejantes cuando =1 an&lisis se hace a 4 o 25 C tanto para el sitio
de unién tipo I como para el sitio de unibdn 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 unidn corresponde al
sitio tipo I del endometrio receptivo, analizado va seaz a 4 C, 88 z éS fen
tomoles/hg de proteina o a 25 C, 42 : 19 fentmmolesfﬁg de proteina; el sitio

a
de mnidén tipo I {receptor), de las tres muestras de endometrio parece mostrar
+ +

A3

A hod

mayor capacidad de unidn cuando se analiza a 4 ¢, ER 88 25, ENR 1%

41

[

b

56 fentomoles/hg de proteina, que cuando se analiza a 25 C

+

ER 42 - 19, ENR 86 pa 25, EOv 97’i 29 fehtomoles/ﬁg de proteina, respect@va
mente.
Com respecto al sitio de unidn tipo II, la mayvor capacidad corresponde a la
muestra de EOv, se observa que 21 total es 703~t 184 fentomoles/hg de proted
na v de estos los que se encontraban libres de estradiol endbégeno zon 312 :
153 fentomoles/hg de proteina, que corresponde al 44 % del primero. En =21 ER
y ZNR la capacidad de unién es menor, 259 : 86 v 431 : 8% respectivamente;

4

los sitios no ocupados corresponden al 40 % an ER y 37 % en ENR de los sitios

totales

AnAdlisis de log sitios de unién a Eé}estradiol por centrifugacién en gra
diente de sacarosa.
En todas las muestras de endometrio, el citosol fué premarcado con 2 y 25
nM de E%}estradiol 2 incdbado durante 2 h a 4 ¥ 25 C, esto nos permite

A\
identificar sitios de unidn a estradiol de tipo I v II libres v unidos.
En las Figuras 4, 5 y 5 se muestran datos representativos de los tres tipos

de endometric estudiados v corresponden al perfil de radiactividad en ausen

cia y presencia de sstradiol no marcado, a 200 veces la concentracibn del
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marcado, en A se indica la incubacién con 2 nM de @é&estradiol incubado a
0-4 C, en B se indica la incubacibén con 25 nM del mismo ligando, a 25 C.
En los dos sistemas de andlisis se observan dos picos de radiactividad clara
mente definidos que se ubican alrededor de las 4reas 4 v 8 8§, determinado
por la relacidn que gquardan con los 2standares internos, 4.1 v & 5. Todos
los casos estudiados en condiciones de intercambio muestran un pico mavor an
ia regidn £ 5.

Este andlisis por centrifugacidn en gradient= de sacarosa nos sugiere la dis

o

tritucidn v »rovorcidn entre los dos sitios de unidn presentes en el endome

<

tric.

Estradiol tisular

El contenido de estradiol tisular esstudiado em 7 muestras de zada tipo de en
dometrio fue como sique: ER 1.48 = 0.19, ENR 0.98 = 0.17 v EOv 1.97 = 0.24
pmoles/g de peso hfimedo I 12 desviacién estandard. Cuando los tres gTUpoS

de datcs se analizan por medio de la prueba de Kruskal—wallis {38} se en

cuentra que hay diferencia significativa cuando se compara el ER contra el

ENR y EOv con valores de p<£ 0.035 y pg 0.046 respectivamente.
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DISCUSION
Los estudios de Logeat () y Martel (7) muestran datos opuestos en el conte
nido de receptores a estradiol en =21 citosol del endometrio receptivo al
blastocisto; atribuyen sus diferencias a la presencia del colorante que se
utiliza para identificar esas zonas del endometrio, suponen que este tipo
de substancias {azul de tripin, azul de Evans, etc.) se unir&n al estradiol.
En nuestro case hemos tomade una serie de »recauciones tratando de ev%tar to
dos los posibles factores que interfieran con la unifn del receptor al este
roide marcado; la perfusidn con solucién salina, que hacemos inmediatamente
despuss de sacrificar al animal, elimina todas las proteinas de suers que
pudieran unirse al esteroide; por otro lado, al tratar el citosol con car
bén-dextrin, antes de hacer los andlisis de recentores eliminamos =1 conte
nidos de estradiol enddgeno v el colorante que se incorpora en el endometrio,
principalmente en =21 ER v en minima proporcién en el ENR v ECv (por las razo
nes ya explicadas). |
En este trabajo hemos intentado analizar las propiedades del sitio de unién
secundario, a estradiol, comparindolas con las del receptor clisico, en el
ER v ENR, que se sabe tienen caracteristicas bioguimicas y funcionales
diferentes {2,4); ademis en tejido endometrial, de la misma rata embarazada,
del cuernc uterino al que se le habria extirpado el ovario, EOv, que por lo
tanto habria sido privado del estimulo del blastocisto vy de su posible secre
cibén local de estrdgenos (A}K‘Las diferencias funcionales entre los diferen
tes tipos de endometrio podrian sugerir que su control estrogénico, mediado
Por una o mas poblaciones diferentes de sitios de unidn, pudiera ser particu
lar en cada caso; a este respecto nemos identificado un patrdn caracteristico,
de los sitios de unibn a ese ligando. Qn las figuras 2 y 3 se identifican dos
poblacicnes de sitios de unidn que posiﬁlemente correspondan a las descritas
por Clark (16). La mayor capacidad de unién que muestran los sitios tipo II,
Tabla I, en 21 endometrio de cuerno ovariectomizado, participan en igual pro

porcibn los que se encuentran libres y 1los que se encuentran unidos a su 1i



25.
gando endbgeno, es dificil de explicarla, sobre todo considerando que corre
ponde a un tejido en "reposo™ ausencia de blastocisto); en cierta forma pu

diera correlacionarse con el mayor contenido de estradiol que hemos encontra

&N

0 en el endometrio de esa regidm del fitero

1]

=3

[&
=

cuanto a la menor capacidad de unién (fentomoles/mg de protefnas) mostra
da por el receptor (sitio de unién tipo I) en el ER, pudiera corresponder a
a una translocacién mds activa del complejo receptor-esteroide hacia el ni
cleo en un momento determinado, dadas las caracterfisticas funcionales de es
tas zonas del endometrio.

£l menor nfmero de receptores que ze observa a 2% T, ¢on respecto a 4 C, Ta
bla I, en las tres diferentes muestras de 2ndometrio, sosiblemente correspon
da a la modificacidén que pudiera sufrir la protaina receptora durante
cubacién {desnaturalizacién por acidificacién del medio) que interfiriera en

AY
u estructura cuaternaria {dimero o tetrimeroc) o

[F2]

su unidn con el estervide;
siblemente seria mis 1abil que la del sitio de unién secundario {monomero)

(16). Por lo tanto en nuestras condiciones experimentales {&ptimas para el
sitio de unién secundario) no se puede establecer la proporcidn entre recep

tores libres vy unidos al esteroide =snddgeno.

En la distribucién de sitios de unibén en el gradiente de sacarosa se obser

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

4 S y 8 5, sugeridas por los estandares de E4§}ovoalbumina {4 s)

!: nglobu’ ina {8 S) adicionados en el mismo gradiente, que unen r% astra
diol especificamente, analizadas va sea con 21 procedimiento habitual para
el estudio del receptor clésico, 2 aM de E‘*] ectradiol e incubacién a

0 ~ 4 C o bien con alta concentracidn del mismo liga FdO, 22 My a 28 C

kandiciones de intercambio). Es conveniente mencionar que este tipo de an&

lisis es bésicamente cualitativo.

En cuanto al contenido de estradiol tisular resulta dificil de explicar la
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diferencia de concentracifn en las tres Areas funcionales de sndometrio de
una misma rata, las cuales se encontrarfan ante un mismo nivel circulante
de la hormona v supuestamente znte una libre difusiin a través de la membra
na plasmidtica. E1l E0v es el que contisne més astradiol 1.97 I 0.24 pmoles/
g de peso hlmedo y tambien es el que contiene la maror densidad de sitios
de unibn secundarios; esto podria corresponder a 1o d>ropuesto por Panko v
col., {24) en relacién al posible papel de reservoric de estradiol sor parte

de los sitios de wmién secundarios. Se podria pensar que a2sta acumulacién

o3

se debe a una utilizacién minima de estradiol por parte de uwna c2lula que

ge sncontraria en relativo repcso con respecto de las zonas vecinas, ER v

CONCLUSICNES

mecanismo

1z3
}d

n este trabajo hemos analizado algunos de los componentes de
de aceidn esteroidea gque oudieran ser claves 2n determinar las funciones

de los tejidos blanco; los tres tipos de endometric analizades muesiran

un patrdén caracteristico en los diferentas pardmetros analizados, sugirien
do gque la funcidn de cada tipo de endometric pudiera astar relacionada, por
lo menos parcialmente, con las propiedades de sus sitics de unibn a estra
diol.

Los datos mostrados aqui 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 incubacidn sobre la
unidn especifica del [?Hj-estradio] a los sitios de unidn

totales del citosol de endometrio receptivo al blastocisto.

El tejido se homogenizd en amortiguador Tris~EDTA (Tris-
HC1 10 mM, EDTA 1.5 mM) pH 7.4, glicerol 10% y tioglice-
rol 10 mM, en un'a primera fase en el politrdn, se elimina
el tejido fibroso y finalmente en hoﬁogenizador vidrio-
vidrio.

Se centrifuga a 800 x g, 10 minutos y a 104,000 x g 60 mi-
nutos. EIl citosol (200 ul) se incubd con 25 nM de
I?H}-estradiol 6 {?6}-estradiol + 200 veces exceso de es-
tradiol 6 H (0), 12 h (8) y 18 h (X), al final de la incu-
bacidon se adicionan 50 ul de una mezcla de carbdn-dextran
(Norit A 5% lavada con HCl-Dextridn C 0.5% (en 10 mM Tris
HC1)) y se centrifuga a 15,600 x g 5 minutos. La radiac-

tividad se deteérmina en 200 ul de sobrenadante.
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FIGURA 2. AnAlisis de saturacién representativa de los sitios de unién a estradiol en el citosol de
endometrio receptivo al blastocisto incubado a 4 C. El rango de concentraciém de Eé}estradﬁol fue
de 0.2% a A0 nM, en presencia v augsencia de 200 veces la concentracién de estradiol, el anilisis se
hizo bAsicamente como se describe en la fig. 1. En A se describe la curva de saturacién ya restada
1a unién inespecifica, en B se muestran lag grificas obtenidas por anAlisis de Scatchard y Rosenthal

de Joe datons de A.
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FIGURA 3., AnAlisis de saturacibn representative de los sitios de wnidn a estradiol en el ciitogol de
endometri receptivo al blastocisto, incubado a ?'3 C. El rango de concentracifn de Eli]—estra—diol fue
de 0.25 a 60 nM en presencia v ansencia de 200 veces la concentracidn de estradiol, el anAlisis se
hizo bAsicamente como se describe en la fig. 1. En A se describe la curva de saturacifn ya restada
12 unién inespecifica, en R se muestran las gr&ficas obtenidas por anAlisis de Scatchard y Rosenthal

de los datos de A
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FIGURA 4. AnAlisis por gradien'te‘ de densidad de sacarosa de sitios de unién de Tipo I y II en endome
trio receptivo al blastocisto. El citosol (200 ul) fué premarcado incubando con 2 (A) y 25 nM (B) de
Pé}esﬁmadiol (e—e) o 12 misma concentracifn de Eé}estradiol més 200 veces la concentracién de es
tradiol frio (o-—o), se incuba a 4 y 25 C respectivamente durante 2 h. Se aplican 100 ul de citosol
marcado sobre un gradiente de sacarosa, 5-20 %, preparado en un formador de gradienté de densidad,

Beckman; se centrifuga durante 12 h a 195,000 x g para finalmente obtener 44 fracciones de 105 ul

cuya radiactividad se muestra en las figuras
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FIGURA 5. AnAlisis por gradiente de densidad de sacarosa de sitlos de wnibn de Tipo I y II a estra

diol en endometrio no receptivo al blastocisto. Todos los datos de la incubacién y los datos de la

figura son iguales a los que se describen para la figura 1.
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| FIGURA 6. AnAlisis por gradiente de densidad de sacarosa‘de sitios de uniéh_de Tipo I v II a estradiol
' en endometrio de cuerno uterino que ha sido sometido a ovariectomia 30 dias antes del experimento. To

~dos los datos de la incubacién y los datos de la figura SQn igﬁales a los que se describen paré la
figura 1. | |



TABLA I. K, (nM) Y CAPACIDAD DE UNION (fmoles/mg de protefna) A
EQLESTRADIOL, DE SITIOS TIPO I Y II EN ENDOMETRIO DE RATA GESTANTE

X
d

CAPACIDAD DE UNICN

4 C ER

ENR

25 C ER

I
I
I

34

0.69 X 0.15

36
0.78

33
1.01

32
0.85

0.99

O O O N N L L T N P T

R

18

0022

21
0.38
18
80.19
18 .
0.27
16
G.29
19

88
95
156
172

312

42
259

703

i+ 1+ 1+ H O+ H# W

1+

I+

W

25
33
41
47
66
153
19
86
25
89
29
194

b!

c'

El anilisis fué hecho de acuerdo al método descrito en la figura 1, incu

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

partir de los métodos de Scatchard y Rosenthal y representan la media x

la desviacidén estandard de 5 casos.

a p<0.05 cuando se compara con b ¥y C (prueba de Kruskal—wallis)

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

25 C en todos les casos

a' p«0.05 cuando se compara con b?

\]

a p<C0.01 cuando se compara con ¢!
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