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Resumen.

En el presente trabajo, se determiné‘la capacidad de conjugar al
3
178-estradiol- H del citosol del higado de las ratas hembras y ma-

chos en las diferentes etapas de su desarrollo.

La fraccion citosGlica hepatica de las ratas muestra la presencia de
una proteina con gran afinidad por el estrdgeno que aparece durante
los primeros dias de su nacimiento, alcanzando la mayor capacidad
para unir al estradiol (1.5 pmoles del estradiol radiactivo/mg de
proteina) a los 7 dfas de edad; tanto en las hembras como los machos.
Posteriormente hay una disminucion en la conjugacion del estradiol
hasta el 232 dia, en que el citosol hepatico muestra muy pequefia
capacidad estrogenofflica (10 fmoles de estradiol tritiado/mg de pro

tefna).

E1 citosol del higado de las ratas hembras y machos gonadectomiza-

dos el dia de su nacimiento comparado con el mostrado por las ratas
intactas, en las mismas etapas de desarrollo, no mostraron diferen-
cias significativas en la capacidad de unidn del citosol del higado

con el estradiol.

Estas observaciones sugieren que la ontogenia de la protefna estroge-
nofTlica hepatica de la rata, no es dependiente de la secrecién gona

dal, sino probablemente sea una propiedad auténoma de los hepato-



citos en este animal.

La comparacidon de la capacidad de unidn del citosol hepatico por el
estradiol con la capacidad de unidn inespecifica del plasma sanguf-
neo por el mismo estrbgeno, sugiere que las proteinas estrogenofili-

cas hepatica y plasmatica son diferentes.

La capacidad de conjugacidn del citosol del higado de la rata por
los estrogenos permanece en una relacidn constante durante la vida

adulta.



INTRODUCCION

En los organismos superiores la regulacidén del metabolismo y la in-
tegridad morfoldgica y funcional de sus distintos tejidos se en-
cuentran bajo el control de dos sistemas conocidos: el nervioso y

el endécrino.

El sistema enddcrino estd integrado por unas diez glandulas de di-
verso origen embrionario y localizadas en diferentes partes del
cuerpo de todos los mamiferos. Las células de las glandulas endo-
crinas, sintetizan y secretan las hormonas a la circulacidén corpo-
ral, donde son transportadas a los diversos O6rganos y tejidos del

organismo.

\

Las hormonas son sustancias quimicas que al interaccionar con su
tejido '""blanco' especifico, inician una serie de eventos quimicos
que integran las respuestas del organismo frente a las fluctuacio-

nes del medio ambiente.

Las hormonas pueden clasificarse en tres grupos, atendiendo a su
estructura quimica: hormonas derivadas de aminodcidos (hormonas ti-
roideas y catecolaminas), hormonas de naturaleza peptidica y hormo-

nas de naturaleza esteroide.

Segln el tipo de 6rgano las hormonas ejercen diferentes acciones,
se requieren en muy pequefias cantidades y no son modificadas duran-

te su accidn.



.

La concentracidn de las hormonas en la circulacion es variable; pa-

_6 _9
ra las hormonas esteroides y tiroideas van de 10 a 10 M, mien-

_10 _12
tras que para las de naturaleza protéica van de 10 a 10~ M.

Dentro de las glandulas endbcrinas productoras de hormonas estan

la hipofisis, la tiroides, las adrenales y las gdnadas.

Desde hace mucho tiempo se conoce la marcada influencia fisiolégi-
ca de las gbnadas, que en el macho estan representadas por los
testiculos y en la hembra por los ovarios. En ambos sexos, las gb-
nadas tienen una doble funcidn: la gametogénesis o produccidn de
células germinativas (dvulos y espermatozoides) y la secrecidn de
hormonas sexuales o gonadales que controlan la maduracién y funcio-

namiento del sistema reproductor y otros tejidos del cuerpo.

La fecundacidn se realiza con éxito debido a la contribucidn de las
hormonas sexuales quienes regulan por un lado, la madurez de los
conductos y glandulas auxiliares que aseguran el paso de las célu-
las sexuales;y por otro, estimulan el desarrollo de los 1lamados
caracteres sexuales secundarios y contribuyen a las respuestas del

comportamiento sexual.

Las gbnadas y sus secreciones hormonales (hormonas gonadogénicas),
no son indispensables para la vida del organismo, pero si esencia-

les para la continuidad de las especies.



1. Las hormonas gonadales.

1.1 Las caracteristicas quimicas y propiedades.

Las hormonas gonadogénicas son compuestos quimicos que pertenecen
a la familia de los esteroides, los cuales contienen como estruc-
tura quimica fundamental el nicleo denominado ciclopentanoperhidro
fenantreno. La numeracion de los &tomos de carbono del nicleo es
convencional al igual que la nomenclatura de los cuatro anillos,

ambos se muestran en la Figura 1.

Las hormonas gonadales forman dos de las cinco clases en que se

agrupan a las hormonas esteroides en general.

En el Cuadro 1, se indican algunas hormonas representativas de

cada clase.

El ndmero de carbonos es variable en cada clase de hormonas, se
han propuesto como derivados de tres estructuras hipotéticas:
estrano, androstano y progestano, las cuales se representan en

la Figura 2.

Los derivados del estrano, son esteroides de 18 carbonos, ya que

contienen los 17 carbonos del nicleo fundamental, mas un metilo



angular en el carbono 13.

Este grupo comprende a la clase de los estrdgenos u hormonas sexua-
les gonadogénicas femeninas, secretadas por los ovarios. EIl estro-
geno de mayor abundancia en la mujer no embarazada es el 17B-estra-

diol.

El grupo de esteroides derivados del androstano poseen 19 carbonos,
dos de los cuales son metilos angulares, uno en el carbono 10 y

otro en el 13.

Aqui se incluyen las hormonas gonadales masculinas o la clase de
los andrbgenos, como la testosterona, quien es sintetizada en los

testiculos y funciona como el precursor inmediato de el estrdgeno.

En cuanto a la relacidn entre la estructura quimica y la funcidn, se
ha demostrado que las hormonas que son bioldgicamente activas po-
seen una doble ligadura en el anillo A entre los carbonos 4y 5y

un grupo cetdnico en el carbono 3.

1.2 Origen y biosintesis.

De los diversos trabajos publicados sobre la produccidon de esteroi-
des en las glandulas endocrinas se deduce que en estos tejidos exis-
ten sGlo pequefias cantidades de hormonas. Estos resultados sugieren
que los esteroides no se almacenan, asi que, de las cantidades de

hormonas que se encuentren en un momento determinado en una gldndu-
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la endbcrina no puede decirse nada acerca del verdadero volumen de
su produccidon hormonal. Asi como tampoco se puede considerar la

presencia de un esteroide dentro de un tejido glandular, como pro-
ducto de una sintesis de novo, ya que puede tratarse de un meta-

bolito intermediario o de un producto de degradacidn.

La presencia de los estrdgenos se ha demostrado en todas aquellas
glandulas que producen esteroides. En particular, el estradiol es

encontrado en los ovarios, la placenta y los testiculos.

En el ovario, en las células de la teca y de la granulosa de los
folfculos y cuerpo amarillo se ha considerado como el lugar de la

formacidén del estradiol ( 29).

La progesterona se sintetiza principalmente en el ovario, ya que se
ha determinado en el foliculo a punto de estallar y en las células
de la granulosa del cuerpo liteo. Otro sitio de sintesis de esta

hormona es la placenta (56,90).

El testiculo produce principalmente los andrbgenos en tanto que, ia
corteza adrenal, la prostata, la piel y las glandulas salivales

sintetizan estos compuestos en menor proporcidn (52,91).

En cuanto a la biosintesis de los esteroides hormonales, el princi-
pal precursor es el colesterol. Este compuesto de 27 carbonos se
sintetiza a partir del acetato como el compuesto inicial, en el hi-

gado, las adrenales y el tejido muscular.
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En los ovarios y en los testiculos al igual que en las otras glan-
dulas endbcrinas, existe el equipo enzimatico necesario que convier
te al colesterol a progesterona, precursor intermediario a partir

del cual se forman las hormonas sexuales testosterona y estradiol.

En forma esquematica en la Figura 3, se resumen las diferentes

fases del metabolismo de los esteroides.

1.2.1 Estrodgenos.

Se ha establecido que existen cinco fuentes principales formadoras
de los estrdgenos en el organismo humano que son: los ovarios, la
unidad feto-placentaria, la corteza adrenal, los testiculos y el

tejido periférico.

En las mujeres con ciclos normales, los ovarios son los principales
productores de estrégenos, los cuales derivan de la dehidroepian-
drosterona como el compuesto inicial que se convierte a 4-androsten-
diona, este compuesto sigue dos vias: una primera via en la que es
hidroxilada a 19-hidroxi-4 androstendiona y por un sistema de '‘aro-
matizacién' es transformada a estrona. En la segunda via, la b-an-
drostendiona es reducida en C-17 para producir testosterona, que es
hidroxilada a 19-hidroxitestosterona, la que por la ''aromatizacién"
del anillo A, igual que en la primera via, es convertida a 17B-estra
diol. Ambos estrogenos, estrona y estradiol son interconvertibles,

o bien el estradiol transformarse a estriol.
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Hace mds de una década se demostrd que también los testiculos po-
seen la capacidad de sintetizar estrdgenos; inclusive pueden alcan-
zar cifras hasta del 30% de la produccion total de estrbgenos en
algunos machos. En la gbnada testicular, los precursores son para

la estrona, 4-androstendiona y para el estradiol, la testosterona

(58).

1.2.2 Andrbgenos.

Los testTculos y la corteza adrenal son las principales fuentes de
la sintesis de los androgenos. En el testiculo adulto humano, son
las células de Leydig localizadas en el tejido intersticial las

responsables de la produccidn masiva de la testosterona; la via

mas importante de sintesis para esta hormona se inicia con la pro-
gesterona, la cual es hidroxilada a 17a=hidroxiprogesterona y ésta
transformada a 4-androstendiona y finalmente a testosterona ( 87 )
En la corteza adrenal, los sitios de biosintesis de los andrdgenos

son la zona fasciculada y reticular.

En 1a mujer, probablemente el ovario y durante el embarazo la pla-
centa, secreten pequefas cantidades de testosterona; ya que en estos
6rganos los estrigenos, en forma indirecta, inhiben la conversion

de la 4-androstendiona ala testosterona.

1.3 Transporte.
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Puesto que las hormonas esteroides ejercen su accion bioldgica so-
bre tejidos distantes a aquéllos donde son sintetizadas; deben ser
transportadas por la sangre. Las hormonas gonadales se unen a dos
grupos de proteinas plasmaticas, uno con proteinas inespecificas

3

que unen a los esteroides con uniones de afinidad débil ( Kd~10" M)

. _10
y el otro de protefnas especificas con gran afinidad ( Kd~10 a

_8
10 M) y con una capacidad limitada. Un ejemplo del primer grupo
es la alblmina, la proteina de mayor abundancia en el plasma que une
esteroides con afinidad y especificidad bajas pero con gran capaci-

.dad y que puede actuar como acarreador de esteroides en el organis-

mo ( 15 ).

En el segundo grupo de proteinas plasmaticas acarreadoras de gran
especificidad y afinidad, se encuentra la globulina que une a los
estrogenos y a la testosterona. ( TEBG ), 1lamada también a-fetopro-

_10
teina que une a ambas hormonas con igual afinidad ( Kd~10 M.

Raynaud (79), demostrd que la TEBG circula en gran cantidad en la
vida perinatal y prepuberal de la rata y disminuye a muy bajas con-

centraciones, justo antes del inicio de la pubertad del animal.

La mayoria de los investigadores en este campo admiten que sblo es
activo el esteroide libre; se postula que Gnicamente bajo esta forma
actla sobre los tejidos ''blanco', ya que el papel de las protefinas

que acarrean a los esteroides, alin no estad bien definido.
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1.4 Catabolismo.

El catabolismo de los esteroides pasa por diferentes fases interme-
dias, integradas por las transformaciones quimicas de las hormonas

esteroides principalmente en 6rganos como el higado y el intestino.

En relacidn a los estrdgenos, el 17B-estradiol por la hidroxilacion
del carbono 16, es convertido a estriol, éste es transformado a me-
tabolitos mads solubles ya sea por conjugacidn con el acido glucurd-
nico en el higado, los rifiones y el intestino o por la sulfoconjuga
cion en el higado, y eliminados en su mayor parte por la orina y

por las heces en forma de glucosiduronatos.

El catabolismo de los andrdgenos es bastante complejo a causa de

su interconversidon especialmente a nivel del higado. Por procesos
de 6xido-reduccién se forman metabolitos 50 & 58 reducidos y deri-
vados 3a 6 3B hidroxilados, los derivados son conjugados y excreta-

dos como glucosiduronatos.

2. Los mecanismos de la accién hormonal.

En las Gltimas dos décadas, uno de los problemas mas significativos
de la investigacion, ha sido el estudio de los mecanismos molecula-
res por medio de los cuales las hormonas regulan los procesos bio-

quimicos en los tejidos delos animales superiores.
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Los trabajos experimentales se han encaminado fundamentalmente a di-
lucidar el mecanismo mediante el cual la hormona al interaccionar

con un tejido especifico desencadena una serie de eventos bioquimi-
cos que se traducen en una o varias respuestas fisiol6gicas del te-

jido hacia la accidn estimulante de la hormona.

Los resultados obtenidos en estos estudios permiten clasificar a las
hormonas en dos grupos:.

a) El grupo de hormonas que actiian en la superficie de la célula
efectora a nivel de la membrana plasmiatica (hormonas de natura-
leza peptidica, protéica y catecolaminas); en donde la unidn hor
mona-receptor probablemente conduce ya sea a cambios conforma-
cionales de los componentes de la membrana-y/o a la activacion
de sistemas como la adenilato ciclasa o de los sistemas recién
propuestos que incluyen componentes como el fosfatidilinositol

(106-109).

b) E1 grupo de las hormonas que en el interior de las células 'blan-
co'' (hormonas esteroides y tiroideas), interactfian especificamen-
te con una proteina acarreadora del citosol con la cual forma un
complejo receptor-hormona que es transportado hasta el nicleo,
donde inicia varios mecanismos que estimulan la sintesis de pro-
teinas dependientes del ARN.

2.1 Los mecanismos de accion de las hormonas esteroides.

Los primeros estudios que trataron de aclarar los mecanismos de in-

teraccidon molecular de las hormonas esteroides con los componentes

celulares fracasaron, debido a que estas moléculas se encuentran en
niveles de concentracién tan pequefias, de menos de 1 nmol para los

estrogenos y los mineralocorticoides y de 10 a 100 nmoles para los

andrbgenos, los glucocorticoides y los progestagenos (21), que
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no pudieron ser detectados con las técnicas de que se disponfa por
entonces. Las contribuciones mas espectaculares en este campo,
fueron la preparacion y la utilizacidn de esteroides marcados con
actividad radiaespecifica aumentada, por Jensen y Jacobson (45 )
quienes inyectaron estradiol -3H a ratas inmaduras y después de me-
dir el contenido del estradiol marcado en diversos tejidos, demos-
traron que el Gtero, la vaginay Ig pituitaria anterior, incorpora-
ron mayor cantidad de esa hormona y la retuvieron por tiempo mas

prolongado que los otros tejidos estudiados (46 ).

Ya que los tejidos que no servian de ''blanco'' incorporaban estas mo-
léculas y las liberaban rapidamente, sugerfa que no existia ninguna
barrera de permeabilidad que impidiera la entrada del estradiol a
las células y que tal vez la penetracion de los esteroides a la
membrana plasmiatica sea por difusidn; por otro lado, la retencidn
del estradiol en el Gtero por seis horas, indicaba que debfa que-
dar unido o que su salida de este tejido, se encontraba obstaculi-

zada de alguna manera.

_3
Cuando el dtero de las ratas inmaduras y tratadas con estradiol H

fue sometido al fraccionamiento subcelular, mostrd que la hormona
se incorpord tanto a la fraccién sobrenadante de 105 000 X g (cito-

sol), como a la fraccién nuclear (48,66).

Los estudios autoradiograficos en el Gtero de la rata, permitieron
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confirmar los resultados obtenidos por la centrifugacion diferencial,
ya que la fijacion maxima de radiactividad se observé en el nicleo

(80%), mientras que la radiactividad extranuclear varié del 15 al 20%

(66, 94, 95).

Los estudios de Noteboom y Gorski (66) demostraron por otro lado, que

la fijacion del 17B-estradiol al Gtero era estereoespecifica, ya que
podia ser desplazado por su isomero activo el 170-estradiol. Esta ca-
pacidad de retencién de las hormonas esteroides por las proteinas presen
tes en el citoplasma y en el niicleo de los tejidos reproductores, in-
dujeron en forma independiente.a Jensen y a Gorski a postular un mo-
delo (48, 86), que considera la existencia de una molécula de naturale-
za protéica el receptor, con el cual la hormona interacciona directa-
mente para iniciar una respuesta celular, por sus caracteristicas de es-

pecificidad, gran afinidad y capacidad de unidn limitada.

En 1a Figura 4, se ilustra el modelo propuesto basado en la interac-

cién del estrdgeno con el dtero (29).

Los principios basicos que estructuran este modelo, parecen regir para

todas las interacciones hormona esteroide-célula:

1) Las hormonas esteroides entran en el citoplasma de la célula por
difusién a través de la membrana plasmatica (37, 46, 72, 73).

2) Si est3d presente un receptor, se forma un complejo hormona-



-]5_

receptor citoplasmico. (28, 78)

3) E1 complejo hormona-receptor se desplaza del citoplasma y pene-

tra por translocacién al nicleo (92, 103).

L) E1 complejo hormona-receptor nuclear interacciona con el material
cromosémico e induce la desrepresion de parte de la informacidn
genética cifrada en el ADN, activa la transcripcion genética

(sTntesis de ARN y la sintesis protefnica a nivel ribosémico

(13, 81 ).

Cuando el tejido uterino es expuesto previamente a la accidn del

estradiol -in vivo o in vitro se observa una disminucidn de la

forma citosoluble del mismo, mientras aparece una localizacidn nu-
clear de la hormona e incremento de una entidad protefnica con una
especificidad y afinidad semejantes a la -proteina citosdlica, lo

que justifica la denominacidon de ''receptor neonuclear' de este com-

plejo, por provenir del precursor citoplasmico (11, 86).

Si en un sistema ''reconstituido' in vitro, los nicleos aislados se
incuban con la hormona, ésta difundird a su interior, pero no en-
contrard los ''receptores'' para interaccionar; si los nicleos se
incuban junto con la fraccion citosoluble del homogeneizado del te-
jido correspondiente y los niicleos se aislan nuevamente, tratando
de demostrar la presencia del ‘''receptor' no se encuentra. Sin em-
bargo, cuando los nicleos se incuban en presencia del complejo re-

ceptor-hormona citosoluble, es posible posteriormente aislar las
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formas complejas hormona-receptor neonuclear (53, 61); por los re-
sultados de estas observaciones se demuestra que es necesario que
el estrbgeno se una a un receptor citoplasmico, para que la hormona
sea transportada al nicleo de la célula, este proceso puede inhibir
se in vitro por empleo de bajas temperaturas ( 2°C ), o por agen-

tes oxidantes con grupos sulfhidrilos (93).

Los estudios tanto in vitro como in vivo, muestran que la incubacidn

o inyeccion de estradiol-*H de los tejidos uterinos, la mayor concen
tracion del esteroide radiactivo que se localiza en el nicleo esta
asociado a la cromatina. Si la hormona se separa del ADN por ex-
traccién con 0.3 M de KC1 a pH 7.5, se obtiene un complejo estradiol-

neoreceptor con un coeficiente de 5 S (47, 49, 96).

Hoy dia, varios grupos trabajan para elucidar los posibles mecanis-
mos moleculares por los cuales los receptores citoplasmicos y/o neo-
nucleares transmiten la informacion de la hormona esteroide; expe-
rimentos previos han demostrado la induccién de ia sintesis de ios
acidos ribonucleicos y las proteinas de novo, después de la trans-
locacidon del complejo hormona-receptor citoplasmico al complejo
hormona-receptor neonuclear (65, 69, 75). Los experimentos que dan
apoyo a estas ideas han mostrado que se inhibe la sintesis de ARNm
si al sistema de incubacion i(tero-estrdgeno se le agrega actinomi-
cina D; por otro lado s6lo ha sido posible medir incrementos de

ARNm en ndcleos de células uterinas provenientes de animales
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inyectados previamente con estradiol, en cambio la incubacidn de

los nicleos solos junto con estradiol no da incremento, pero sT se
agrega estradiol en concentraciones fisioldgicas junto con el co-
rrespondiente citosol uterino, se detectan incrementos en la sinte-
sis de ARNm. Estos estudios in vitro sugieren por lo tanto, que

es indispensable la presencia del receptor citopldsmico para la sin-

tesis de ARNm en nidcleos purificados de dtero (50, 61).
2.2 Llas caracteristicas y el criterio del receptor.

Como ya se notifico, Jenssen y Jacobson al inyectar en la rata es-
tradiol con actividad radiaespecifica incrementada, demostraron que
algunos tejidos poseen la capacidad de retener la hormona marcada
por un tiempo mds prolongado a diferencia de otros, en los que per-
maneci® por un periodo mids corto (45, 46). Este hallazgo inicial
did lugar al concepto de tejido "blanco', como el tejido que mues-

tra la capacidad de retencidn de hormona por tiempos prolongado.

La acumulacidon de estudios posteriores sobre las interacciones de
las diversas hormonas esteroides con sus tejidos ''blanco' indujo al
concepto de receptor; término que se did a la macromolécula cito-
pldsmica de naturaleza protéica, responsable de unir especificamen-
te hormonas en el interior de las células de los tejidos blanco y
probablemente desencadenar la serie de respuestas celulares a los

efectos de la hormona (66, 86, 97).
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En 1971, Baulieu y colaboradores (6) describieron al receptor, como
aquella entidad protéica que posee una gran afinidad por su ligando,
(ligando: hormona con capacidad para unirse especificamente con su
receptor), saturabilidad, especificidad esteroidal y especificidad
del tejido; es decir, un grupo de caracteristicas y funciones que
todas aquellas macromoléculas protéicas que se califiquen como re-
ceptores deben' poseer, y las cuales de acuerdo con el conocimiento
actual corresponden con el esquema aceptado, de que a nivel de la
célula "blanco" la interaccidn inicial de una hormona esteroide con
su receptor citoplasmico, es seguida por una activacion del comple-
jo hormona-receptor y su translocacidon al nicleo, donde su interac-

cidn altera el patrén de la expresidn genética (30, 104).

En el analisis de este esquema general se propone la existencia en
los tejidos, de proteinas que unen especificamente esteroides. Es-
tos por su naturaleza hidrofdbica se enlazan rapidamente a 17pidos
y proteinas; por ello, la demostracion de que una macromolécula
muestre capacidad de unir hormonas esteroides no es evidencia su-
ficiente para asegurar la existencia de un receptor a esteroides;
si no que debe cumplir con las caracteristicas ya mencionadas y que

se detallan a continuacion:

Gran afinidad

La afinidad de los receptores por su hormona respectiva es grande.

Esta caracteristica se fundamenta en el conocimiento de que el nivel

_10
de concentracidén de esteroides circulantes oscilan entre 10
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a 10 M. Se entiende que si un tejido responde a la accién de una
hormona a través de un receptor, entonces esta molécula deberd po-
seer una cierta afinidad por la hormona, cuyo valor se corresponda

con la concentracidon fisiologica de las hormonas esteroides en

circulacién (28).

Saturacion o capacidad de union limitada.

La respuesta bioldgica a lTa accidon de una hormona esteroide, es un
fenémeno saturable. Si es un requisito la formacidn del complejo
esteroide-receptor para que se produzca la respuesta biolégica, en-
tonces la cantidad del receptor debe ser limitada; de aqui se in-
fiere la existencia de un nimero limitado de sitios de unidon. Este
criterio deberd cumplirse al demostrar que la actividad de combina-

cidn que interesa es saturada por su hormona especifica (15).

Especificidad por la hormona esteroide.

El receptor posee la capacidad de discriminar entre las diversas
molécuias de esteroides presentes y s6io unird a su hormona especi-
fica con gran afinidad o bien a compuestos cuya estructura molecular

y estérica es semejante (15).

Especificidad de tejido.

Los tejidos y los 6rganos clasicamente calificados como 'blanco',

son aquéllos que dan respuestas bioldgicas bajo el efecto de la
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hormona esteroide especifica. Si los efectos de las hormonas este-
roides son el resultado de las interacciones esteroide-receptor,
entonces la cantidad de los receptores debe ser mayor en los teji-

dos ''blanco' que en los tejidos no '"blancos''.

3. El efecto de las hormonas gonadogénicas.

3.1 La accidn "masculinizante' en el higado de la rata.

Ha sido demostrado en roedores (cobayo, hamster, ratén, etc), sobre

todo en mamiferos como la rata macho, que la castracién o la adminis
tracion de antagonistas androgénicos durante la vida fetal o perina-
tal, trae como consecuencia la manifestacion de funciones de tipo

"femenino'' en el adulto (31, 51, 64).

De Moor y Denef estudiando el patrdon enzimatico especifico del meta-
bolismo del cortisol en homogeneizados del higado de rata macho, ob-
servaron el desarrollo de un patrdn '"masculino' predeterminado por
la accién hormonal androgénica, diferenciacion que se observa en

los primeros dfas de vida de la rata macho (18, 19).

Tal parece que en este grupo de animales, el hTgado es de tipo
""femenino'' en ambos sexos al nacer, hasta el inicio de la pubertad
en que se hace aparente el sistema enzimdtico en los plberes machos,
unducido por la accién "organizadora' de un factor testicular (an-

drégenos), en los primeros dias de vida; mientras que el higado de
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la hembra piber mantiene sin modificaciones su sistema enzimatico

"femenino'' presente desde el nacimiento.

Los estudios para dilucidar el efecto de los andrbgenos en ratas
hembras y machos, castradas (neonatales, pre y postplberes y adul-
tos), sugirieron que la testosterona es la hormona que durante la
vida neonatal induce o bien '"organiza', nuevos sistemas enzimaticos
que se expresan durante la pubertad, disminuyendo o eliminando, las

potencialidades bdsicas ''femeninas' (18-20, 84).

Estudios posteriores (22,38,39,56,105), demostraron. que el efecto

de la accidon testicular en la etapa perinatal y prepuberal de la
rata, provoca la '""masculinizacion'' en el patron de las enzimas del
metabolismo de los esteroides, en el higado de la rata macho, lo
que indujo a Einarsson y Gustafsson ( 8, 22, 23 ) a proponer una
posible clasificacion de enzimas hepaticas en tres categorias, se-
gin la respuesta mostrada a la influencia de la accidon androgénica
perinatal: un primer grupo enzimatico con actividades reguiadas por
factores no gonadales y reversiblemente inducidos por andrbgenos;
un segundo grupo de enzimas que son programadas irreversiblemente
por los andrbgenos durante la etapa prepuberal y estimulada reversi
blemente por estas hormonas en la etapa postpuberal y un tercer gru
po de enzimas cuyas actividades son reguladas primariamente por
factores no gonadales y sGlo ligeramente afectadas por accidn andro-

génica.
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Mas tarde, Gustafsson.y Stenberg (39) basados en las observaciones
de algunos cuadros clinicos que surgen como consecuencia de un me-
tabolismo alterado de andrdgenos (5), postularon que a diferencia

de la bo-dihidrotestosterona la forma activa de la testosterona en
sus tejidos '"blanco' como la prostata, la vesicula seminal y la
glandula prepucial; en el higado de la rata la forma activa de este
andrbgeno responsable de la 'programacion'' enzimdtica, es un metabo-
lito diferente y diversos estudios parecen indicar que al igual que
en el higado, los efectos neonatales de los andrdgenos influyen en
la unidn de los esteroides en algunos tejidos considerados como no

"blanco'', durante la vida adulta de la rata. (98, 101).

Salta a la vista, que el metabolismo de los esteroides en el.hfgado
de la rata constituye un modelo bioquimico adecuado para estudiar
los posibles mecanismos por los cuales diversos factores durante

el desarrollo perinatal pueden determinar la respuesta a los efec-

tos androgénicos por diversos tejidos en la vida adulta.

De acuerdo con el conocimiento actual sobre los mecanismos de ac-
cion hormonal y sus efectos, se plantean diversas incégnitas a re-

solver:

Aclarar si los mecanismos de las interacciones moleculares mediante
los cuales las hormonas androgénicas actian dentro de los hepatoci-

tos (un &rgano no ''blanco''), son semejantes a aquellos mecanismos
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de accidon hormonal descritos para los tejidos cl3sicamente conside-

rados como ''blancos'' para estas hormonas.

Establecer cuales son las semejanzas y las diferencias entre los re-
ceptores del citoplasma y del nicleo de las células ""blanco'" y no

"blanco'' de las hormonas androgénicas.
g

ldentificar, cual o cuales son los metabolitos derivados de la tes-

tosterona que son bioldgicamente activos en el higado.

Dilucidar los posibles mecanismos que activan los andrdgenos hormo-
nales en el higado de la rata macho que lo modifican permanentemente
y lo hacen diferente en diversas funciones con respecto al de la

hembra.

Determinar cual o cuales son las funciones bioldgicas que desarro-

11an los receptores estrogenofilicos en el higado.

3.1.1. La demostracidén de un receptor estrogenofilico y su carac-
terizacion parcial.

La demostracidon en una proteina, de los criterios que definen al

receptor (Baulieu, 1971) constituye un reto para los especialistas

en el campo, ya que no siempre ha sido posible determinarlos con

resul tados confiables.

Se considera clasico, que en la investigacidn de receptores para
las hormonas esteroides en los tejidos, la mayoria de los estudios

sigue un esquema general que comprende:
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1. El estudio de la entrada y retencidén de una hormona con radiae-

tividad especifica.
2. La identificacion posterior de la hormona en su forma activa.

3. La deteccibn y el aislamiento de una proteina especifica que une
al esteroide activo, con gran afinidad, pero no al esteroide
inactivo (metabolizado), junto con la demostracién de que este
receptor se encuentra en mayor cantidad en las células efectoras

que en las células insensibles.

L, La demostracion de que los esteroides antagonistas compiten y

desplazan al esteroide activo del sitio de unidn del receptor.

Las caracteristicas de este esquema junto con los criterios que de-
finen al '"receptor' conduce a establecer que los tejidos u érganos
""blanco'' son aquéllos en los que se ha demostrado la presencia de
protefnas receptoras para las diversas hormonas esteroides con ac-
tividad biolégica especifica para esos tejidos. Sin embargo, los
estudios de Sandberg y colaboradores en 1973 fueron sorprendentes
en sus resultados, al demostrar en un 6rgano considerado como no
"'blanco'’, el pancreas del perro, la presencia de proteinas recepto-
ras a estradiol; hormona esteroide que se consideraba especifica
del sistema reproductor incluyendo el itero, la vagina y las gléan-

dulas mamarias clasificadas como sus 6rganos blancos. EIl estudio
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de los receptores pancredticos a estradiol, demostrd que éstos son
similares en sus caracteristicas a los receptores de estradiol en
sus tejidos 'blanco' (82, 83 ). Otros grupos de investigadores de-
mostraron, aunque en concentraciones mas bajas, la presencia de re-
ceptores estrogenofilicos con gran afinidad para unir al estra-
diol en diversos tejidos considerados ''no blancos' como el rifidn

(57), las glandulas adrenales ( 17,63 ) y el higado (2,3,24,77,99).

La mayorfa de estos tejidos mostraron cambios caracteristicos en
respuesta a las hormonas estrogénicas, por ejemplo Eisenfel y cola-
boradores ( 3, 24 ), encontraron en el higado de la rata, que la
administracion de estradiol aumenta la produccion de una 0-2 globu-
‘lina, sustrato de la renina plasmdtica. En estudios comparativos
establecen que los estrdgenos se unen un 6% menos al higado que al
Gtero. Estas macromoléculas no son especificas de especie ya que
fueron encontradas en el higado de otros mamiferos, como el ratén,

el hamster, el conejo y el mono.

Los autores proponen que tal vez, la presencia de un receptor para
los estrogenos en el higado de mamiferos, particfpa en mecanismos
de regulacidn de la sintesis selectiva de proteinas del plasma.

Esta suposicidn se ve apoyada por la demostracion de que la aplica-
cion de hormonas estrogénicas aumenta la produccion de algunos fac-
tores de la coagulacién y de otras proteinas del suero, que por lc

general s6lo se incrementan durante el embarazo.
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En otras especies como las aves, los estrdgenos inducen la produc-

cion de vitelogenina, una proteina componente de la yema del huevo.

En el ovario, los estrogenos modulan la unidon de la hormona estimu-
lante del folfculo (FSH),al igual que por via ovarica parecen mediar

el crecimiento folicular (54).

En trabajos preliminares no publicados, Herndndez-Montes (43) y 01-
vera (68) determinaron la presencia del receptor estrogenofilico
en el citosol del higado y del pancreas durante el desarrollo de la
rata macho y la hembra. Establecieron que el receptor hepatico apa
rece en los primeros dfas del nacimiento, con 'la mayor capacidad

para unir estradiol al séptimo dia.

En cambio, el receptor estrogentfilo del pancreas, s6lo fue evidente

en las ratas adultas y no en los animales menores de 23 dias de edad.
Las caracteristicas de esta molécula son:

1) En ratas neonatas muestra una gran asociacién con estradiol-H

_8
saturandose a partir de 2 x 10 M de estradiol.

2) La estereoespecificidad de la molécula es: 17-B estradiol> es-
trona> dietilestilbestrol y con nula afinidad por estriol, pro-

gesterona, testosterona y dehidroepiandrosterona.

3) El estrogenofilo hepitico mostrd un coeficiente de sedimenta-
(-]
cién de 4.5 S y un radio molecular de 38 A; con un peso molecular

de 70 560 daltones y un coeficiente friccional F/Fo de 1.33.
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3.2 La accion '"'"masculinizante' en el hipotalamo de la rata.

El estudio de los posibles efectos de la accion de las hormonas go-
nadales sobre la reproduccion y la diferenciacidn sexual en los ma-
miferos, ha contribuido ampliamente al conocimiento de las interre-
laciones que existen entre las funciones enddécrinas, como la ovula-
cién y la aparicion dé los caracteres sexuales secundarios con las
funciones neurales referentes a la conducta Sexuél y los fendémenos
del comportamiento relacionados con ella; es decir, la compleja in-
teraccidon entre los sistemas nervioso y endécrino (sistema neuro-
enddcrino), que mantienen y regulan la integridad de los organismos

superiores (9).

Durante la etapa perinatal, se acepta que a nivel de algunas espe-
cies de mamiferos como la rata, el cerebro de la hembra y el macho
son idénticos funcionalmente Y que es inmediato a la etapa de la pu-
bertad, que los animales muestran diferencias funcionales del cere-
bro; ya que la hembra presenta la secrecién ciclica de las gonadotro-
pinas LH y FSH, la conducta de lordosis y la ovulacidon, mientras que
la rata macho exhibe la liberacién ténica (continua), de LH, y la

conducta de monta y de eyaculacién (7, 36).

Los efectos producidos por la administracidon de las hormonas sexua-
les androgénicas y estrogénicas a las ratas macho y hembra castra-

das ya sea en la etapa perinatal, pre o postpuberal o adulta, de-
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muestran que estas hormonas modifican el comportamiento sexual de estos
animales, al actuar sobre el cerebro inmaduro por una accidn "organiza-
dora' a nivel del sustrato neural, sobre el cual actuaradn las hormonas
gonadales en la vida adulta; es decir, que las diferencias sexuales en
las funciones del cerebro son establecidas en forma permanente o ''progra
mada'' por el medio hormonal que predomina en la rata, durante los prime
ros dias de nacida (36, 41, 74).
La administracion de la testosterona, durante la etapa del desarrollo
uterino en la etapa peri;atal (consideradas como etapas criticas del de-
sarrollo cerebral fetal o infantil) en varias especies, produce una
"masculinizacion' hipotaldmica, que se manifiesta por la secrecidn téni
ca de LH y que en el estado adulto exhibe una conducta sexual masculina
independiente del sexo genético del animal. Estos estudios permiten pro
poner la hipdtesjs de que la accidn androgénica de las hormonas testicu-
lares, modifican el cerebro 'femenino' que han heredado los machos gené-

ticos recién nacidos (7, 35, 88, 89).

Por otra parte, la castracidon de las ratas machos o hembras perinatales,
en ausencia de la administracion de los andrdogenos y los estrbgenos exd-
genos; da lugar en la etapa adulta, a la presentacibén del patrdon de se-
crecibn ciclica de las gonadotropinas y de la lordosis, caracteristi-
cas de la conducta sexual femenina (7, 32, 34, 88). Estos resul-
tados indican, en cuanto a la ovariectomia en la etapa in-

fantil de la rata, que esta glandula no participa
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en forma importante en el proceso de la diferenciacion sexual, mien-
tras que la presencia de un testiculo funcional en una etapa criti-
ca del desarrollo cerebral va a determinar en gran medida, el com-
portamiento sexual masculino que el animal mostrard en el estado

adulto, independientemente de su sexo genético.
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L. Objetivos del trabajo experimental.

En los antecedentes del presente trabajo se describid que las hormo-
nas gonadales son "mensajeros' quimicos que sintetizadas en el ovario
y el testiculo son transportadas en la sangre y que al interaccio-
nar con sus tejidos especificos, efectlan cambios metabSlicos, mor-

foldgicos y conductuales.

En un animal Tntegro, la inyeccidn del estradiol radiactivo mostrd
que en los organos reproductores, la caracteristica mas notable fue
la capacidad de retencion de la hormona por mds tiempo, que origind
el concepto clasico de ''tejido blanco'; sin embargo, la aparicidn
de técnicas con sensibilidad incrementada, demostrd que los Grganos
no reproductores o ''no blancos'' también tienen la propiedad de in-

teraccionar con gran afinidad con los estrdgenos.

Los estudios acumulados sobre los mecanismos de accidn de los estrd
genos y la demostracidon de proteinas con caracteristicas semejantes
a los receptores estrogenofilicos en los tejidos ''no blanco' de la
rata, condujeron a postular la hipotesis de que durante la etapa
perinatal, estas hormonas ''masculinizan' a los 6rganos no reproduc-
tores, el higado y el hipotdlamo a través del efecto ''organizador"
el cual "programa' diversos patrones enzimaticos hepaticos y diver-
sas funciones hipotalamicas, que en la etapa adulta manifiestan la
marcada diferencia sexual entre el macho y la hembra, independientes

de su sexo genético.
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Ya que la accidn mostrada por los esteroides tanto en los estudios
realizados por Gustafsson en el higado de la rata (38-40) como en
los realizados por Gorski en el hipotdlamo de la misma especie (33-
36), el efecto organizador de la hormona esteroide se debe efectuar
en los primeros dias de nacidos; parecerfé que la presencia de esta
proteina receptora de estrdgenos, estaria regulada por las mismas
hormonas gonadales y que la disminucién en su concentracidn podria

verse afectada por la presencia o ausencia de los esteroides.

Por tanto el estudio de la gonadectomfa en el primer dfa del naci-

miento de las ratas hembra y macho, serviria para conocer si el au-
mento en la concentracidn del receptor, depende de la presencia de
hormonas; o bien, si al aumentar la concentracidn de las hormonas

circulantes ocupan los sitios receptores del citosol e impiden que
el estrdgeno radiactivo interaccione con él. En ambos casos el pa-
trén de conjugacidn del receptor mostraria los mismos datos obteni-

dos por Olvera (68).

El propésito de este trabajo es estudiar en la rata recién nacida,
el efecto de la gonadectomia sobre la presencia del receptor hepa-
tico al estrogeno y poder esclarecer cudl de los mecanismos mencio-
nados esta involucrado en el control de la concentracidon circulante
lo que nos serviria como un primer paso para aclarar la presencia y

la funcidon de esta proteina en el citosol del higado de la rata.
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5. Material y Métodos
5.1 Hormonas esteroides
5.1.1 Estrogeno radiactivo

Se empled al 2, 4, 6, 16, 17-3H estradiol con una actividad especi-
fica de 160 Ci/nmol (New England Nuclear). Ya que el radiocromato-
grama de este lote de reactivos mostr§ para esta molécula, una sola
banda con una radiopureza del 99% reportada por los fabricantes, no

fue necesario realizar algin proceso de purificacidn posterior.

5.1.2 Esteroides no radiactivos

El 17B-estradiol, la estrona, el estriol y la testosterona fueron
adquiridos de Syntex, S.A. Los métodos utilizados para establecer
la pureza de estos reactivos fueron la cromatografia en capa fina

y la determinacién del punto de fusidn.

Para la cromatografia en placa fina se emplearon cromatoplacas de
Silica-Gel FZSH (de 0.25.mm de espesor) y de 10 cm de ancho x 20 cm

de largo, de los laboratorios Merck.

En la placa, el origen fue marcado a 1.5 cm del borde con respecto
al largo; con una linea continua se marcd el frente a una distancia

de 7.5 cm y paralelo al origen.
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Para definir la pureza, cada esteroide (1 mg/ml) fue solubilizado
en 3 ml de cloroformo-metanol 1:1 concentrado a 0.5 ml por evapora-
cion en bafio MarTa bajo atmésfera de nitrogeno. En el origen de la
placa se depositaron porciones de 10 ul de cada concentrado, con
una separacion de 1.5 cm de distancia entre cada punto de aplica-

cidn e intercalados entre las sustancias patrdn o estandares.

En las camaras separadoras de 22 x 6.5 x 12.5 cm de altura se agre-
garon 50 ml de la mezcla de benceno-etanol 9:1. Las placas fueron
introducidas con el lado del origen hacia el fondo de la cémara; al
llegar el eluyente al frente (15 a 20 min aproximadamente), las pla
cas fueron sacadas de- las camaras y secadas a temperatura ambiente
durante 15 minutos. El revelado de las placas se realizd con vapo-

res de yodo metadlico en cdmaras de vidrio.

En los casos en que los concentrados de esteroides mostraron impu-
rezas, comparados con las sustancias patrdon en las que se observd
una sola mancha, fue necesario proceder a la purificacién de estos

reactivos.

5.1.3 Purificacidn por cristalizacion del 17B-estradiol.

Un gramo de 17B-estradiol se disolvid en 25 ml de etanol recién des-
tilado y fue concentrado hasta el volumen de 1 ml, bajo atmdsfera
de nitrogeno en bafio Maria; se agregd acetato de etilo lentamente

(hasta que la solucién se enturbid), se dejdé en reposo hasta la
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aparicion de cristales a temperatura ambiente. El punto de fusidn
de los cristales secos se determind en un aparato Carl Zeiss Metller
FPZ' El valor del punto de fusion obtenido se tomd como criterio
de pureza; cuando este valor no coincidid con el reportado en la li-

teratura, se repitié el procedimiento de cristalizacién. (Datos en

la Tabla 1).

5.2 Otros reactivos.

El EDTA (3cido etilendiaminotetracético), el TCA (4cido tricloroacé-
tico), el MgClz, el KC1, el acetato de potasio, la sacarosa y el
tris-HCl fueron obtenidos de los laboratorios Merck Darmstad (Alema
nia); los siguientes reactivos fueron obtenidos de Estados Unidos:
la hidroxiapatita, la albGmina fraccién V de Cohn y el estdndar de
ADN de timo de ternera de Sigma Chemical; la difenilamina y el aci-
do sulfilirico concentrado de Baker; el acetaldehido fue de Eastman y
el &cido percldrico de Allied Chemical; el PPO (2,5-difeniloxazol),
y el 1,b-bis-2-(5-feniloxazoil) benceno fueron de Amersham/Searle;
la acetona, el cloroformo, metano! y el acetato de etilo de Dade-
Harleco; el éter de petrdleo, el dcido acético glacial y el benceno
fueron de Mallinckrodt Chemical. Todos los solventes fueron puri-

ficados por destilacion.

En el presente trabajo se emplearon diversas soluciones amortiguado-
ras, que para propdsitos de simplificacion de los métodos, se abre-

viaron de la siguiente forma:
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TE (tris-HC1 0.01 M, EDTA 0.0015 M, pH 7.4)
T K (tris-HC1 0.05 M, KC1 0.1 M, pH 7.4)

TP (tris-HCI 0.05 M, KH2P04 0.001 M, pH 7.2)

TS (tris-HCI 0.05 M, pH 7.5 KC1 0.025 M, MgCl, 0.005 M,

2
sacarosa 0.25 M)

T S 2.3 (tris-HC1 0.05 M, pH 7.5, KC1 0.025 M, MgCl, 0.005 M,

2
sacarosa 2.3 M)

SSF (Solucién salina fisioldgica, NaCl al 0.85%)
5.3 Animales de experimentacion.

5.3.1 Apareamiento.

Para el trabajo experimental se emplearon las ratas de la cepa Wis-
tar. Los animales fueron destetados a los 21 dias, seleccionados
de acuerdo a su sexo y separados en grupos, las hembras de 5 a 6
animales y los machos de 2 a 3 por jaula. La alimentacion fue "ad

libitum' con dieta de ''purina''.

Cuando los animales adultos jovenes alcanzaron la capacidad de re-
produccidn, se reunieron en una jaula 2 machos con 4 a 6 hembras
virgenes. A los 15 dias, las hembras que resultaron emparazadas se
aislaron en jaulas individuales. El momento del alumbramiento se

registré como el dia cero.

5.3.2 Seleccidn para el estudio.
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Con el proposito de determinar la variacion de la capacidad para
unir el estradiol con el citosol hepdtico, tanto de la rata intacta,
como de la castrada, en los diferentes estadios ae su desarrollo;

se emplearon ratas de ambos sexos intactas o castradas de 1, 3, 5,
7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 y 23 dias de edad. Los animales inma-
duros fueron separados de su madre hasta el dfa en que fueron sacri-
ficados. Cada madre sdlo amamantd de 6 a 8 animales, a fin de ga-
rantizar una lactancia adecuada, las camadas fueron destetadas has-

ta los 21 dias de nacidas.

Para cada uno de los experimentos se emplearon camadas de-cuando me-
nos 6 ratas de cada una de las edades y por cada sexo, las cuales
a su vez fueron procesadas en grupos de 3 animales y asT tener un
minimo de cuatro casos para cada edad y sexo. (0 sea un minimo de 12

animales por caso).

5.3.3 Ovariectomfa y orquidectomia total de las ratas neonatas.

La eliminacion de las gbnadas se realizd por el procedimiento si-
guiente:

5.3.3.1 Anestesia por hipotermia.

Las ratas con 18 a 24 hs de nacidas fueron seleccionadas de acuerdo
a su sexo y marcadas por perforaciones en las orejas para facilitar

su identificacidén posterior; cada animal fue envuelto en una gasa
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de 12 x 12 cm y colocado dentro de hielo frapé y cubierto con é1 a

una profundidad de 15 cm, por un tiempo de 10 min.

5.3.3.2 Extirpacion de las gbnadas.

La rata fue sacada del hielo e inmediatamente colocada en la mesa
de operaciones, bajo el microscopio estereoscépico de microcirugia.
El vientre del animal se 1impid asépticamente con solucidén de ben-

zal-merthiolate.

Por una incisidon quirlGrgica en la parte media del vientre préxima

a los Organos genitales y con ayuda de unas pinzas curvas de iris,
se localizaron y expusieron los ovarios o los testiculos y con ti-
jeras se cortaron las trompas o los conductos deferentes,.segin el
caso, para eliminar a las gonadas femeninas o masculinas respecti-
vas. La suturacion de la herida se hizo con hilo quirlrgico 3 ce-

ros estéril y se cubrid la zona con merthiolate.

5.3.3.3 Integraci6n a la camada.

El animal ya castrado, se envolvid en gasa y se colocd bajo 1ampa-
ras con temperaturas controladas entre los 35 a 37°C, por interva-
los de una a dos horas. EIl animal ya recuperado se -impregné en to-
do su cuerpo con aceite comestible de cartamo y se regresd a la jau-
la correspondiente; con esta medida se evita el canibalismo que la

madre mostrd con los crios operados en los primeros experimentos.
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5.4 Preparacidn del citosol.

Los animales intactos 6 castrados seleccionados de acuerdo con la
edad a estudiar, fueron sacrificados por decapitacidn con tijeras.
La sangre se recolectd en tubos con heparina. El animal fue abier-
to de inmediato en la parte media del vientre y extraido el hfgado,
el cual se colocd en solucion de TK fria, cada 6rgano se lavd de

3 a 4 veces con la misma solucién para eliminar la mayor cantidad
de sangre. La grasa y el tejido conectivo fueron eliminados del hi
gado y éste fue cortado finamente con tijeras estériles, el macerado
fue lavado tres veces mas con solucién TK fria. El tejido fue se-
cado con gasas, pesado y resuspendido con TS en una relacion de

3:1 vol/peso. Posteriormente el tejido fue homogenizado en homoge-
nizadores tipo Potter-Elvehjem de vidrio esmerilado (Vitro USA) vy

s

émbolo de tefldn, empleando un motor Caframo RZ-R1.

Al émbolo se le aplicd una presion manual durante 20 segundos con
perfodos de interrupcion de 1 min y se repitid 3 veces. Todas las
manipulaciones se llevaron entre los 2 a 3° . EIl homogenizado fué
filtrado a través de doble tela de organdi y diluido con TS en una
relacion de 5:1 vol/peso. El filtrado fue centrifugado en un rotor
de dngulo fijo tipo SS-4.34 a 1 110xg durante 20 min a 4° en una
centrifuga refrigerada Sorvall RC2-B. El sobrenadante se decantd

y fue centrifugado con rotor de angulo fijo tipo Ti-50 a 105 000

xg por dos horas a 4} en una ultracentrifuga Beckman L2-65 B, para

obtener el sobrenadante citoplasmico ( citosol). Cada homogeneizado
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fue preparado con los higados de 3 animales de la misma camada.

5.5 Preparacidon del Plasma.

La sangre de los animales sacrificados por decapitaci6n, se colectd
en tubos heparinizados y fueron centrifugados en un rotor de angulo
fijo Sorvall tipo Sm-24 a 1 000 x g durante 10 min a 4°, para obte-
ner el plasma en el sobrenadante, el cual se separd en alicuotas de

0.2 ml y se conservdé congelado a -21°,

5.6 Técnica de conjugacidn del estradiol con el citosol.

La determinacién de la unién del 17B-estradiol-%H al citosol del hi-
gado se realizd por el método utilizado por Olvera, M.A. (68) guien
modificd el procedimiento de lahidroxiapatita ( HAP ) descrito por
Erdos y cols. (25). Estos autores disefiaron un método sencillo para
medir la unién del 'receptor uterino' con estradiol-*H, para ello
emplearon columnas de 1 cm de ancho x 5 cm de altura con base de fi-
bra de vidrio, las cuales fueron empacadas con 1.4 ml de HAP. De
esta manera el complejo "esteroide-receptor' se absorbe al gel mien-
tras que el estradiol no unido se eluye libremente. La modificacion
de Olvera, a esta técnica consistio en agregar la suspensidon de HAP
directamente al tubo de incubacidn del citosol y logrd iguales re-
sultados de la separacion del estradiol conjugado y el estradiol

libre.

5.6.1 Condiciones de incubacion del citosol.

La union total del estrdgeno radiactivo fue obtenida al incubar
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durante 18 hs a 4° y en un volumen final de 0.2 ml, {os siguientes
reactivos: 0.09 ml de TE, 0.01 ml de una solucidn 2 x 10-7 M de
17B-estradiol-3H, 0.05 ml de etanol destilado y 0.05 ml de citosol
(18 a 24 mg proteina/ml); bajo estas condiciones la concentracién fi-
3 8

nal de 17B-estradiol-"H es de 1 x 10 M. Cada preparacidn citosélica

fue determinada por triplicado.

La unidn inespecifica fue obtenida adicionando a una mezcla de incu-

bacidon igual a la descrita anteriormente, una concentracidn final de
_6

1 x 10 M de estradiol no radiactivo (exceso de 100 veces sobre la

radiactiva).

5.6.2 Separaci6n del conjugado por adsorcidn con hidroxiapatita.
Terminado el tiempo de incubacidon, a cada una de las mezclas se agre-
go 0.05 ml de la suspension de HAP al 37.5% en TP, los tubos Fueron
agitados enérgicamente en un vortex por 10 segundos cada 3 minutos
durante un periodo total de 21 min, a cada tuvo se agregd 4 mi de TK
frio, se agitaron y centrifugaron a 1 000 x g durante 5 min a %°

El sobrenadante fue descartado y la pastilla de hidroxiapatita lava-
da 3 veces mas, igual que en la forma arriba descrita, con 4 ml de

la solucion de TK fria. Después de separar la radiactividad no unida

al estrogenofilo, por medio de los lavados, el estrbgeno radiactivo
unido a las proteinas fue extraido al adicionar a la pastilla de HAP
lavada, 4 ml de etanol destilado, agitando enérgicamente en vortex,
cada tubo, durante 10 seg cada 3 min, por un lapso de 15 min, des-
pués fueron centrifugados durante 10 min a 800 x g. El sobrena-

dante fue decantado en viales para medir la radiactividac.
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5.6.3 Medida de la radiactividad.

A cada vial con el extracto etandlico del 17B-estradiol se le agre-
garon 10 ml de lfquido de centelleo que es una mezcla de 4 g de
2,5-difeniloxazol y 0.126 g de 1,4-bis-2(5-difeniloxazoil) benceno
disueltos en un litro de benceno. La radiactividad de las mues-
tras fue medida en un contador de centello 1iquido Marck 1l de Nu-
clear Chicago, con una eficiencia de conted de 35-40%. Todas las
muestras fueron corregidas a 100% de eficiencia empleando estanda-

res externos.

La unién especifica fue calculada restando a la radiactividad to-

tal, la unidn inespecifica de acuerdo a la siguiente relacion:

Unidn total = Unidn especifica + Unidn inespecifica.

5.7 Técnicas para-el estudio de la unidn del estradiol a la frac-

cidn nuclear.

Para estudiar la presencia de los receptores a estradiol en el higa

do de la rata, era necesario determinar la capacidad de unidn por

el 3H-estradiol en la fraccion nuclear. Para este propdsito se pu-

sieron en practica las siguientes técnicas:

5.7.1 La preparacidn y separacion de nidcleos purificados.

5.7.2 El proceso de extraccién del ADN.
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5.7.3 La cuantificacién colorimétrica del ADN.

5.7.4 La técnica de conjugacidn del estradiol.

5.7.1 La preparacion y separacion de nicleos purificados.

Los procesos de aislamiento de los niicleos, deben garantizar su in-
tegridad estructural y sus actividades funcionales y encontrarse
libre de la contaminacidén por material extracelular o citoplasmico,
en la practica, es dificil contar con un método que cumpla con to-
dos estos requisitos. El método debe contener tres fases de opera-
cién técnica: 1) la efectiva ruptura celular de los tejidos, 2) el
sistema solvente que estabilice la estructura y la composicidn nu-
clear y 3) la separacién fisica de.los niicleos del material extra-
nuclear solubilizado. Tomando en consideracidn estas caracteristi-
cas, se selecciond el método propuesto por Blobel y Potter ( 10 )

el cual a su vez fue modificado por MGjica de H.A. ( 62 ).

Para la obtencidn de los nicleos, el higado de la rata se sujeta a

el procedimiento ya descrito para la preparacion del citosol, hasta
la filtracion del homogeneizado; al filtrado se le agregbd el amor-

tiguador TS frio en una relacidon de 5:1 vol/peso y fue centrifugado
en un rotor de &ngulo fijo Sorvall tipo SM-24 a 1000 x g por 10 min
a 4°, el residuo se resuspendid en un rotor en’ 15.4 ml de TS 2.3 M
y se trasvasd a un homogenizador tipo Potter-Elvejhem de vidrio

esmerilado (Konte Glass Co.), se homogenizé a velocidad moderada por
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20 segundos, 2 veces por intervalo de 1 minuto a 2°; se agregd 4.6
ml de la solucidn de TS y se repitid la misma operacion de homoge-
neizacion, la suspension se estratifico sobre 10 ml de TS 2.3 M
contenido en un tubo de nitrato de celulosa y fue centrifugado en
el rotor de angulo fijo tipo Ti-45 a 23 000 rpm por dos horas. Al
término del tiempo, el sobrenadante se decanté y el tubo invertido
se dej6 sobre un papel absorbente, posteriormente se limpiaron las
paredes internas y se regres6 a la posicidon vertical. Una manera
de verificar si la pastilla contenfa los nicleos integros y sin
detritus, fue preparar un frote de esta muestra, tefiirlo con azul
de metileno y observar la preparacidon al microscopio 6ptico con ob-

jetivos seco débil y fuerte.

5.7.2 El proceso de extraccidn del ADN.

Para establecer la capacidad de unidon del estradiol al nicleo en
funcidn de la concentracidn del ADN fue necesario estandarizar el
procedimiento de extraccion del ADN propuesto por Setaro y Morley

(85 ) que en el laboratorio fue modificado de 1a manera siguiente:

El higado de la rata fue preparado para su homogeneizacidn como ya
fue indicado para la preparacidon del citosol. A partir del cual se
separb la pastilla nuclear obtenida a 1 100x g. Por cada gramo de
tejido que inicialmente fue utilizado en la preparacidon del citosol,

se agregd la solucidn SF fria en una relacidn de 4:1 vol/peso y se
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homogeneizd por presidn manual al émbolo por 8 veces en un minuto
con perfodos de interrupcién de 0.5 min durante 5 minutos; este ho-
mogeneizado nuclear, tal como se describe en el esquema de la Figu-
ra 5, fue sujeto a centrifugacidon en el rotor de angulo fijo tipo
S.S-4.34 a 3 500 rpm por 20 min a 4° y el residuo resuspendido ca-
da vez en las soluciones en una relacidn 4:1 vol/peso excepto para
el PCA que se agregd en la relacidn 2:1 y 0.5:1 vol/peso respecti-

vamente.

5.7.3 La cuantificacidon colorimétrica del ADN,

Aln cuando Giles y Meyer ( 27 ) desde hace varios afios, reportaron
un método colorimétrico para la determinacidn del ADN por reaccidn
con la Difenilamina (DFA), en el laboratorio fue necesario estudiar
cada una de las condiciones establecidas por los autores con el
propbsito de adaptar la técnica a las caracteristicas propias del

trabajo experimental.

Los reactivos se prepararon y conservaron en la forma siguiente:

a) Solucidn patrén del ADN concentrada 10 mg del ADN se disolvie-
ron en 8 ml de NaOH 5 mM por agitacidn durante 30 min y se afo-
ro a 10 ml con la misma solucién. Un ml de este patron se le agre-
g6 4 ml de NaOH 5 mM y 5 ml de PCA 2 M, se calentd a 70° por 25 min.
Esta fue la solucidon de trabajo; ambas soluciones fueron estables

por 30 dias a 4°.
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b) E1 reactivo de DFA se prepard por disolucién de 4 g del reacti-
vo en 100 ml de ac. acético glacial (ambos de los Laboratorios
Merck). La solucidn se prepard al momento y se desechd el sobran-

te.

c) Solucidn de acetaldehido. 0.5 ml del reactivo se diluyé con
11.5 ml de agua desionizada, se distribuyé en alicuotas de 1 ml,

se congeld y conservd a -21°. Al momento de utilizarse 1 ml de es-

ta solucidon se diluye con 20 ml de agua desionizada. La prepara-

cidn de este reactivo fue a 4° y sdlo se conservd por una semana.

La curva de calibracidn consistid en:

TUBOS
REACTIVOS* 1 2 3 L 5 6
DFA 0.5 a todos los tubos
Sol. patrén & 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
problema
PCA 2 M 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0
Acetaldehido 0.03 a todos los tubos
Incubacidn 18 horas a 37°
Lectura 600 nm

*Volumen en ml

o

o o
o v o
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5.7.4 La técnica de conjugacién del estradiol.

De acuerdo con el esquema de trabajo ya descrito para la purifica-
cidon de los nicleos, una vez que se obtuvo la pastilla de éstos,
se resuspendieron por agitacion suave en el amortiguador TE en re-

lacion de 5:1 vol/peso.

5.7.4.1 Condiciones de incubacién de la fraccidén nuclear.

En tubos de 10 x 13 mm se colocd 0.25 ml de la suspensidn de ni-

3

cleos 0.01 ml de la solucidn de 17B-estradiol-"H y 0.24 ml de la

solucidn de TE.

E1 tubo control para la unidn inespecifica contuvo una mezcla igual
a la anterior con una concentracion final de 1 x 10_6 M de estra-

diol no radioactivo (exceso de 100 veces sobre la radioactividad).

Para la medicion de la unidn total del estradiol a la fraccién nu-
clear, los tubos fueron incubados a 4° por 18 - 20 horas; después
del cual se agregd 2 ml de la solucidn de TE frio a cada tubo y
fueron centrifugados a 1 100 xg a 4° por minuto. La pastilla nu-
clear se lavd por resuspension en 1.5 ml de TE frio, con agitacion
en vortex por 1 minuto y centrifugacién a 1 100 xg por 10 minutos

a 4°, por cuatro veces. Un ml de etanol absoluto destilado fue
agregado y la pastilla resuspendida por agitacion en vortex, los
tubos se incubaron en un bafio a 30° por 20 minutos. Todos los tubos

fueron agitados en vortex enérgicamente, durante 10 segundos cada
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3 minutos, por un lapso de 12 minutos con reposo por 5 minutos y
centrifugados a 1 000 x g por 10 minutos; el sobrenadante fue de-

cantado en viales para medir la radiactividad.

5.8 La cuantificacidén de protefnas.

La cuantificacidon de las proteinas en las muestras del citosol del
higado y plasma de la rata fueron determinados por el -método del
Microbiuret (44) que fue estandarizado en el laboratorio; para las
curvas de calibracion se utilizd como la solucidn estdndar a la al-

bdmina bovina fraccion V de Cohn, con un grado de pureza electrofo-

rética de 99.5%.
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6. Resultados.

3

6.1 Patrdon de la unidn del 17B-estradiol--"H con el citosol del hi-

gado de la-rata en las diferentes etapas de su desarrollo.
6.1.1 Ratas recién nacidas y preplberes intactas.

La fraccién citopldsmica (citosol) del higado de las ratas de 1 a

23 dias de edad, mostrd una capacidad variable de unir al 178-estra
dio]-3H. En la Tabla 2 se exhibe la concentraci6n de union del es-
tradiol radiactivo con el citosol hepatico de los grupos de anima-
les estudiados. La Figura 6 ilustra que en el citosol del higado
de las ratas hembra y macho, esta capacidad de unir estradiol se
observa desde el primer dia de nacidos, aunque las cantidades unidas
zadas son bajas*, menores de 100 fmoles de 17B-estradiol-3H/mg de
proteina, pero que esta capacidad de asociacidon va en aumento hasta
el séptimo dTa, que para ambos sexos, es la edad en la cual 1.5 pmo
les/mg de protefna fue la cantidad méxima de estradiol radiactivo
unido por el citosol. En las ratas mayores de 7 dias, el citosol
hepatico empezd a disminuir su capacidad de unién por el es-
tradiol, hasta que ésta se pierde casi por completo ‘en ratas

de 23 dfas, menos de 20 fmoles de 17B-estradiol-3H.

*En este trabajo se adoptd la siguiente nomenclatura propuesta por

Olvera, M.A. ( 68 ), para designar la intensidad de la capacidad
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del citosol hepatico para unir el estradiol radioactivo:

Unidn pmoles de 17B-estradio]-3H/mg proteTna
Muy disminuida menor de 0.02

Disminuida entre 0.02 y 0.1

Grande mayor de 0.1

Se determind también la capacidad de unidn de la fraccidn citoplés-
mica del higado de las ratas de 35, 45 y 60 dfas de edad. Los va-

3H/mg

lores obtenidos fueron de 7.8 a 10.5 fmoles de 17B-estradiol-
de proteina. Estos resultados sugieren que la baja capacidad de

union del estradiol por citosol hepatico después de los 23 dfas de

edad, parece mantenerse constante.

6.1.2 Ratas recién nacidas y prepiberes.

El citosol hepatico de las ratas hembra y macho de diferentes eda-
des, que fueron castradas en el primer dia del nacimiento, presentd
un patron con caracteristicas de asociacidn con el 17B-estradiol-3H
semejantes al mostrado por las ratas intactas de la misma edad y
sexo. La Tabla 3 muestra la concentracidn de unidn del estrdgeno

. radiactivo con la fraccidn citopldsmica hepitica de las ratas de

1 a 23 dias de edad, gonadectomizadas el dfa de su nacimiento. Los
datos se muestran en la Figura 7 donde se observa que la fraccién

citoplasmica de estos animales presenta una capacidad disminufda
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de unidn del estradiol radiactivo en los primeros dfas de nacidos
menor de 100 fmoles de 17B-estradiol-3H/mg proteina, hasta los sie-
te dias de edad en que la cantidad unida por el citosol se incremen
td a 1.57 pmoles del 17B-estradiol—3H/mg proteina. Esta capacidad
de unidon del citosol hepatico por el estradiol radiactivo disminu-
ye rapidamente, igual que en el de las ratas intactas, ya que la

3

capacidad de unidon fue menor de 20 fmoles de 17B-estradiol- H/mg

de proteina, a los 23 dfas.

3
6.2 Patrdon de unidn del 17B8-estradiol- H con el plasma de las

ratas intactas y castradas.

Tanto en las ratas intactas como en las castradas, desde el primer
dia de nacidas, el plasma mostrd la capacidad de unir el estradiol
radiactivo. En la Tabla 4 se muestran los pmoles/mg del estrdge-
no radiactivo unido por el plasma de ambos grupos con edades de 1
a 23 difas. La Figura 8 muestra graficas las cuales ilustran que
la unidn del estradiol radiactivo. fue cercana a 1.0 pmoles/mg de
proteina plasmatica en las ratas con edades de 1 a 11 dfas y que

a partir del dia 13 esta capacidad disminuyd progresivamente.

Como se observa en esta figura, no hubo diferencias entre el patrén
de union del 17B-estradiol radiactivo con.el plasma de las ratas
castradas comparado con el patron de unidn del plasma de las ratas

intactas, a la misma edad.
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6.3 Patrones de la unidn del 17B-estradiol-3H con el citosol del
hfgado y con el plasma de la rata intacta en las diferentes

etapas de su desarrollo.

En el andlisis del patrén de conjugacién del estradiol radiactivo
unido por el citosol hepatico, se considerd conveniente presentar

en forma conjunta estos resultados con aquéllos obtenidos en la con
jugacion de la hormona con el plasma de las ratas intactas recién
nacidas y preplberes de la misma edad y sexo. La Figura 9 muestra
en paralelo las graficas de las figuras 6 y 8. La Figura 9 ilustra
que los valores de conjugacidn del citosol hepatico y del plasma por
el estradiol tritiado no muestran entre si ninguna correlacidn, en

las diferentes etapas del desarrollo de la rata.
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7. Discusidn y conclusiones.
Diversos autores han demostrado en varias especies animales, la pre

sencia de receptores estrogenofilicos en los tejidos de 6rganos no

relacionados con la reproduccién (2,3,17,24,57,77,83,99).

En el presente estudio, se demostrd que desde las primeras etapas
del desarrollo de la rata la fraccidon sobrenadante del higado

muestra una importante capacidad de unir el estradiol.

En la revision de la literatura no se encontraron reportes sobre el
estudio de la ontogenfa de estos receptores estrogenofilicos hepa-
ticos durante las etapas del desarrollo de la rata. Solo se tiene
una informacidn limitada y en ocasiones contradictoria en cuanto al
conocimiento de las propiedades de interaccidon de los estrdgenos

con el citosol hepatico en las ratas adultas.

A este respecto, los primeros reportes de la presencia de recepto-
Tes a hormonas estrogénicas en higado fue en el pollo, realizado por
Arias y Warren, aunque otros autores fueroh incapaces de demostrar

la presencia de estas protefnas en la misma.especie ( 2, 71 ).

En 1974, van Beurden (99) describid en la rata la presencia de re-
ceptores a estrdgenos en tejidos de diversos 6rganos, entre ellos

el higado; sin embargo, fue hastados afios mads tarde, que Eisenfeld
presenté un estudio mds completo sobre las caracteristicas del re-

ceptor hepatico como la gran afinidad y especificidad por el
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17B-estradiol en la rata adulta (24).

En el examen del citosol del higado de las ratas hembra y macho re-
cién nacidas, los resultados indican que esta fraccién celular con-

tiene una molécula con gran capacidad para asociarse al estradiol.

En cuanto a la cantidad unida del estradiol por mg de protefna del
sobrenadante hepatico, existe un aumento a partir del primer dia
( 0.082 pmol ) hasta alcanzar una unidn maxima al séptimo dfa del
nacimiento ( 1.5 pmol ), estos valores disminuyen en el vigésimo
tercer dfa, después del cual la relacién de la unidn citosélica
permanece casi constante igual que en las ratas adultas ( 0.010

pmol ).

En estudios con ratas preplberes de una sola edad (27 dfas), Eisen-
feld reportd que el citosol hepdtico unié al estradiol con una ca-
pacidad cinco veces menor que la encontrada en los receptores del

higado de la rata adulta ( 24 ).

Estas observaciones son contradictorias a los resultados aqui re-
portados y a los obtenidos por Olvera ( 6é ), ya que no observa-
mos diferencias significativas en la capacidad de conjugar estra-
diol del citosol de las ratas inmaduras de 23 dias con respecto a
las ratas adultas (entre 10.y 20 fmoles de estradiol radiaétivo{mg
proteina), en ambos grupos. AlGn mis, los autores reportan sus va-

lores mas bajos de 1a unidn del citosol en ratas adul tas ( 8.7 fmol
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de estrbgenos/mg protefna).

Nuestros resultados son comparables a los mostrados por Clark y
Gorski, quienes -investigaron la ontogenia del receptor estrogenofi-
lico del Gtero de la rata. Los autores encuentran que la capacidad
de conjugacidn del citosol uterino por el estradiol radiactivo al-
canzé la méxima unidn al décimo d7a de edad, tanto en las ratas
integras como castradas; esta capacidad de unidn disminuyd y perma-
necid en una relacibn constante después del dia 23, concluyendo es-
tos autores que la molécula estrogenofilica no es dependiente de

la secrecidn estrogénica del ovario ( 14 ).

Por los resultados de nuestros estudios en el higado de la rata neo-
nata, el incremento en la unidn del estrdgeno parece ser una sinte-
sis; inducida por la presencia in situ de pequefias concentracio-
nes del estrbgeno; aumenta la concentracidén hasta el séptimo dfa y
después ocurre una disminucidén que podria ser explicada si en el
plasma circulante se aumentara la concentracidén del estrdgeno, el

. - . - - -
que se unirfa al receptor y dejarTa un nimero menor de moléculas del

receptor libre para unirse al estradiol radiactivo.

N

Sin embargo, el hecho de que en los animales gonadectomizados se
haya observado un patrén ontogénico igﬁal al de los animales intac-
tos, elimina la posibilidad de que un aumento en-la concentracion

circulante del estradiol ocupe los sitios libres del receptor hepa-
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tico, lo que sugiere que este no es el mecanismo involucrado.

Ya que Gorski y col. (14) muestran que en el plasma de la rata no
existen estrdégenos presentes en los primeros dias de nacida, pa-
receria que debe ser un metabolito diferente el que ocasionara la

accibn inductora sobre el receptor.

Los datos sugieren que la presencia del receptor facilitarfa la ac-
cion de una mo]écu]§ de estrdgeno sintetizada intracelularmente y
que esa molécula podria ser sintetizada a partir de un andrdgeno
producido por las gbnadas (80, 100), que al llegar al higado seri
metabolizado in situ en un estrégeno (55, 70); el cual no podria
ejercer su accion de diferenciacion celular en ausencia de la pro-

teTna receptora (48, 86).

Durante la caracterizacion de los receptores uterinos en las ratas

recién nacidas, el grupo de Baulieu ( 6 ) demostrd que la fraccidn

citos6lica se encontrd contaminada con una protefna fetal con gran

afinidad por las hormonas estrogénicas. Adem3s existen evidencias

en la literatura (6, 60), de que la fraccién citos6lica de un teji-
do debe considerarse como una ''fraccidn operacional'' formada por

varios componentes de distintos tejidos (la sangre, por ejemplo).

Por estas razones, otro propdsito del trabajo experimental fue rea-

lizar estudios en paralelo, midiendo al mismo tiempo la capacidad
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para asociar al estradiol en el plasma y en el citosol hepatico
del mismo animal, Tntegro o castrado en las diferentes etapas de
su desarrollo. Al comparar la capacidad de conjugacion del 17B-es

3

tradiol-"H en las dos muestras,los resultados indicaron que existen
diferencias acentuadas entre ambas proteinas: primero, que los pe-
rfodos de aparicidon son distintos, ya que en el plasma la capacidad
de conjugacidn con el estrdgeno es muy grande desde el primer dia;
mientras que en la fraccion citosdlica la unién es bastante peque-
fia; segundo, en el higado, la unidn mdxima se presenta al séptimo
dia, en cambio en el plasma del mismo animal, la capacidad de conju

gacién por el estradiol se mantuvo con valores incrementados, simi-

lares a los mostrados por las ratas de un d7a de nacidas.

Estos resultados sugieren que las proteinas estrogenofilicas hepa-
tica y plasmitica de la rata son de origen distinto, ademds que el
estrogendfilo hepatico probablemente se sintetiza en el hfgado,
mientras que el estrogen6filo plasmiatico.serd una proteina de expor-
tacion de algiin otro tejido o bien la alfa-fetoproteina sintetizada
en la etapa intrauterina de la rata que desaparece del plasma por

el 302 dfa de edad (4, 67, Zé) y que muestra una gran_.afinidad de

unidn estrogenofflica (60, 76).

Otra posibilidad de contaminacién de la fraccidn citos6lica del hi-
gado podria ser la albdmina plasmdtica que ha mostrado una importan

te capacidad de unién inespecifica estrogenofilica (1, 15), sin
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embargo, esta posibilidad fue descartada por Olvera (68) quien por
andlisis de saturacidon de esta proteina, demostrd que aln con 20
nmoles del estradiol marcado, la union especifica fue insignifican-

te comparada con la gran unién del receptor estrogenofilico hepati-

co que se saturd con 10 nmoles de la hormona tritiada.

Al comparar los resultados de la literatura con los observados en
este trabajo y los obtenidos por Olvera (68) sobre el patrén onto-
génico del receptor citosélico en el higado de la rata, otra con-
clusidn importante que se pudo obtener, fue que ambos estudios mos-
traron la baja capacidad de asociacion de 1la molécula estrogenofi-.
lica en varias etapas del desarrollo de este animal; por lo que
estas evidencias sugieren queel conocimiento limitado que se tiene
sobre los ''receptores estrogénicos'' en los &rganos clasificados como
''no reproductores'', tal vez se deba a que la presencia de estos re-
ceptores a estrdgenos en los tejidos no ""blanco', sblo aparezcan en
periodos cortos durante el desarrollo del animal ( 72 dia ), razén
por la cual su caracterizacidn se ha dificultado, mientras que el
conocimiento de los ''receptores estrogénicos' en los 6rganos de los
tejidos 'blanco' se ha facilitado, debido a que estas protefnas re-
ceptoras aparecen desde el primer dia del nacimiento y permanecen

durante la etapa adulta de la rata.

Tomando en cuenta las evidencias de De Moore y Deneff (18-20) y
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aquéllas de Gustafsson (38-40), que apoyan la hipétesis de la
"masculinizacion'" en el hfgado de las ratas recién nacidas (sefala-
dos ya en la parte introductoria); y de que en este trabajo, los
datos muestran la presencia de una proteina estrogenofilica en la
fraccion microsomal hepatica del mismo animal en el 7% dia de edad

y aunque debe considerarse que estos Gltimos resultados alin requieren
de futuras investigaciones que den luz a estas evidencias; se puede
especular, que en la rata, durante el primer estadio de su desarro-
1lo, la presencia de este estrogen6filo en un 6rgano no reproductor
como el higado, pueda desempefiar el papel de acarreador citoplasmi-
co de las hormonas estrogénicas al niicleo del hepatocito y que tal
vez este complejo hormona-receptor module la informacion a nivel
genético, que de como resultado la diferenciacién del patrén enzimd
tico a temprana edad y por lo tanto, el animal adulto muestre un me-
tabolismo de esteroides hepatico con caracteristicas ya sea masculi-

nas o femeninas.
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Figura 2. Clasificacidon de los esteroides de acﬁergo

al nimero de dtomos de carbono.
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Cuadro 1. Las clases de hormonas esteroides y sus tejidos ''blanco' (102)

CLASE

Estrbgenos

Andrdgenos

Progestagenos

Glucocorticoides

Mineralocorticoides

B R T R N A T S PLRRE W ity g w gt Bty
AL AR i) AT LI R AT T B
! A

HORMONAS

Estradiol, estrona

Testosterona, dihi
drotestosterona

Progesterona

Cortisol

Aldosterona, de-
soxicorticostero
na

NUMERO DE
CARBONOS

18

19

21

21

21

GLANDULA

ENDOCRINA

Ovario
(folTculos)

TestTculos,
corteza adre-
nal

Ovario
(cuerpo liteo)

Corteza adre-
nal

Corteza -adre-
nal

TEJIDO "BLANCO"

Glandula mamaria
Gdtero, vagina

Glandula prosta-
tica, vesfculas
seminales

Hueso, cerebro,
bulbos pilosos,
endometrio-ute-
rino

General

RifAdon, glandulas
pardtidas, glan-
dulas salivales
y sudoriparas,
conducto gastro-
intestinal

- €L -



TABLA 1

ESTEROIDES Rf PUNTO DE FUSION
Estrona 0.48 253-254 '
17B-estradiol 0.35 174-178
Estriol 0.12 280
Testosterona 0.33 154

La cristalizacidén fue en diferentes sistemas de solventes.

La determinacién del valor de Rf fue en el sistema: benceno-metanol
(9:1); la localizacién con luz ultravioleta ( 254 nm ) y el reve-

lado con los vapores de yodo metdlico sublimado.

-17[-



TABLA 2

CONCENTRACION DE LA UNION DEL 17B-ESTRADIOL-3H CON EL CITOSOL DEL HIGADO DE LAS RATAS

PERINATALES E INMADURAS HEMBRA Y MACHO INTACTOS

Edad Nimero de 178-estradiol=>3H Nimero de 178-estradiol-2H
(dTas) hembras* pmoles/mg proteina%¥s* machos* pmoles/mg proteina¥¥*
1 12 0.095 15 0.082
3 15 0.173 12 0.120
5 18 0.360 18 0.297
7 18 1.500 18 1.380
9 18 0.481 18 0.432
11 15 0.340 15 0.270
13 18 0.124 18 0.190
15 15 0.042 18 0.076
17 18 0.095 18 0.045
19 18 0.020 18 0.020
21 12 0.033 12 0.038
23 15 0.015 18 0.010
Total de hembras = 192 animales Total de machos = 198 animales

L a 6 experimentos con minimo de tres animales cada uno y con mediciones por triplicado en
cada estudio.

o . B .
Valor promedio por 4 6 6 experimentos.

- G/ -
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Figura 6. Patrén de unién del 17B-estradiol-3H con el citosol del
hTgado de la rata intacta en las diferentes etapas de

s

su desarrollo.

Las ratas perinatales e inmaduras de ambos sexos, de 1 a 23 dfas de
edad, para cada experimento se_agrupéron en nidmero de tres: los ani-
males fueron decapitados, los higados se extrajeron y la preparacion’
de la fraccidn citoplasmatica asT como las condiciones de incubacidn
con el estradiol tritiado, se describen en Material y Métodos. La
capacidad de conjugacidn por el 17B-estradiol se determind por tri-
plicado en cada fraccion citosdlica obtenida del homogenefzado de
tres higados. Cada una de las barras representa la unidn del estré-
geno radiactivo con el citosol del higado del ‘grupo de animales es-
tudiados. En ééta figura, la ordenada representa la - union especifi-
ca de el citosol hepéti;o} valor que se obtuvo por la sustraccidn entre
la uni6n. total menos la unién inespecifica (por 1a adicidn en exceso
de 100 veces del 17B-estradiol no radiactivo sobre.el radiactivo).

En la abcisa se indica la edad que corresponde a cada grupo de anima-

les. La raya-intermedia en cada una de las barras indica !a desvia-

cién estandar para un nimero de 4 a 6 experimentos para cada edad y

- tw ~
. -

sexo.
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PERINATALES E [NMADURAS HEMBRA Y MACHO CASTRADOS

-8[_

Edad Nimero de 17B-estradiol-3H Nimero de 17B-estradiol-3H
(dTas) hembras¥* pmoles/mg proteina¥** machos* pmoles/mg protefna¥**
1 18 0.075 15 0.046
3 15 0.100 18 ¢ 0.140
5 18 0.515 18 0.603
7 18 1.570 18 1.230
9 15 0.802 15 0.864
11 18 0.400 18 0.371
13 12 0.250 18 0.242
15 18 0.283 15 0.311
17 18 0.170 18 0.162
19 18 0.133 12 0.097
21 15 0.041 18 0.032
23 18 0.018 12 0.009
Total de hembras = 201 animales Total de machos = 195 animales

* ’ . . . " . . .
L a 6 experimentos con minimo de 3 animales cada uno Yy con mediciones por triplicado en cada estudio.

Valor promedio por 4 & 6 experimentos.
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Figura 7. Patron de unién del 17B-estradiol con el citosol del hfgado
de la rata castrada en las diferentes etapas de su desa-

rrollo.

Las ratas ovariectomizadas y orquidectomfzadas al primer dfa del na-
cimiento por edad y sexo se agruparon en numero de tres, para cada
experimento que se realizd bajo las mismas .condiciones ya descritas
para el grupo de animales intactos. En cada experimento, la conju-
gacidn de la fraccidn citosdlica por el 17B-estradiol, se midid por
triplicado. La unidn del estrbgeno tritiado con el citosol hepatico

estd representado-por cada una de las barras para cada grupo.

En la misma forma que en la Figura 6, en esta figura se representa

en la ordenada la unidn especifica del citosol hepédtico y en la ab-
cisa se }ndica la edad de ¢ada grupo estudiado. La raya intermedia
en cada una de las barras inéica la desviacidén estandar para un ni-

mero de 4 a 6 experimentos para cada grupo.
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CONCENTRACION DE LA UNION DEL 17B~ESTRADIOL-®H CON EL PLASMA DE LAS RATAS PERINATALES

E INMADURAS INTACTAS Y CASTRADAS

Edad NGmero de animales 178-estradiol-2H Nimero de animales 17B-estradiol-2H
(dTas) intactos* pmqles/mg protefna¥* castrados= pmoles/mg proteTna®*

1 12 0.976 12 0.960

3 9 0.949 12 0.968

5 12 0.960 9 0.975

7 12 1.000 12 0.980

9 12 0.902 9 1.010

11 12 0.858 9 0.900

13 12 0.750 12 0.768

15 12 0.662 12 '0.641

17 9 0.551 9 0.532

19 12 0.408. 12 0.420

21 12 0.353 12 0.365

23 12 0.221 12 0.214

Total de animales = 138 Total de animales = 132

* 3 a b experimentos con minimo de 3 animales cada uno y con mediciones por triplicado en cada estudio.

*%\/alor promedio por 3 6 4 experimentos.

_18_
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Figura 8. Comparacidn entre los patrones de unién del 17B-estradiol
-3H con el plasma de las ratas intactas con el de las

ratas castradas en diferentes etapas de su desarrollo.

-

Las ratas con edades de 1 a 23 dfas tanto intactas como castradas para
cada experimento se agruparon en nimero de tres animales, los plasmas
se obtuvieron por decapitacidén del animal y se incubaron bajo las con
diciones ya sefialadas en Material y Métodos. La capacidad de asocia-
cion del plasma por la hormona estrogénica radiactiva se determind

por triplicado. En esta figura la lTnea continua con los circulos
negros e——o——e representa la union del estradiol tritiado con el
plasma de las ratas intaqtas mientras que la lfnea discontinua con tri
angulos negros A— — —A representa la unidn del estrdgeno radiactivo con
el plasma de los animales castrados (expresado en ambos casos en
pmoles/mg de proteina). Cada uno de los puntos representa el valor
promedio de la unidn especifica del estrdgeno radiactivo con el plasma,
que fue obtenido al restar a la unidn total, la unién inespecifica

que se obtuvo al agregar a la mezcla de incubacién una concentracidn

de 1 x 10-6 M del estradiol no radiactivo. La lfnea intermedia de
cada punto representa la desviacidon estandar para un nimero de 3 a

L experimentos de cada edad.
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Figura 9. Patrones de la unidn del 17B-estradiol-3H con el citosol
del higado y del plasma de la rata intacta en las dife-

rentes etapas de su desarrollo.

Esta figura muestra el patrén de unidn del estradiol tritiado con
el citosol del higado, representado por la grafica de las barras

de la Figura 6. De la Figura 8 se presenta la grifica con la linea
continua con los circulos negros, que muestra la unién del estra-
diol radioactivo con el plasma. En Resultados se describe el pro-

pbsito de presentar ambas graficas en la misma figura.
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12. Adendum. .

Considero conveniente exponer en forma abreviada las actividades
que fue necesario desarrollar para obtener un progreso adecuado del

proyecto de tesis de maestria.

El proyecto de tesis se registrd con el tema:

N"Efecto de las hormonas gonadales sobre los niveles de los recepto-

res de estrbgenos y andrdgenos presentes en el higado de la rata''.
El trabajo experimental comprendia las siguientes etapas:

1. Estudios en las diferentes etapas del desarrollo de la rata

(Edad de 1 a 23 dfas).

1.1 Animales hembra y macho intactos y castrados... ..

1.1.1 Determinacidn de los niveles de receptéres a hormo-

.

nas estrogénicas en el citosol del hTgado.

1.1.2 Determinacidon de la capacidad de.conjuijacidn de la
fraccién nuclear (ndcleos purificados) con los com-

plejos hormona-receptor. e

1.2.1 Demostracidn de la "aromatizacidn'' de Jos andrbge-

nos a estrdgenos.



2,
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Desarrollo y estandarizacion de los siguientes procedimientos:

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

Determinacion de las proteinas por técnicas colorimétricas y

por absorcién en la regién ultravioleta.

-

Determinacién del ADN por técnicas colorimétricas (y por

absorcidn en el ultravioleta).
Técnicas de extraccion del ADN.
Técnicas de purificacion de la fraccidn nuclear.

Purificacion e identificacién de las hormonas esteroides
por cristalizacidon, cromatografia de filtracién en colum-

na y cromatografia en placa.

Técnicas microquiriirgicas para la castracidn de los ani-

males.

Determinacion de la capacidad de unidn de los receptores
citosb6licos a hormonas radiactivas empleando la técnica-

de absorcidn con hidroxiapatita.

Breve exposicion de algunos problemas técnicos y su resolucidn

durante el trabajo experimental.

3.1

Estandarizacion de la técnica colorimétrica para la deter-

minacion del ADN.
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Para la determinacidn cuantitativa del ADN, se seleccion6 el método
de Giles K.W. y Myers, A. (27), el cual se desarrollé bajo las con-
diciones sefialadas por los autores; sin embargo, las recuperaciones
del ADN/mg extraido del tejido eran mayores del 100% y el 'blanco"

de reactivos mostrd absorbancias elevadas (de 0.080 6 mayores).

Por estas razones, fue necesario estudiar y estandarizar las condi-
ciones de trabajo en el desarrollo de la técnica. En los siguientes
incisos, se denominard la mejor curva, aquélla que, al restar las
absorbancias de los blancos a las absorbancias de las mediciones en
las diversas pruebas, su intercepto en las abcisas y en las ordena-

das corresponda a un valor de cero.

3.1.1 Efecto de la concentracién de la difenilamina (DFA)

en el desarrollo de la coloracién..

Con el propdsito de encontrar la concentracion adecuada de DFA, que
diera '""blancos de reactivos' menores de 0.030 se estudiaron concen-

traciones entre 2 y 24 mg de DFA en la mezcla de reaccidn:

Los reactivos componentes de la mezcla de la reaccidn colorimétrica
conservaron las concentraciones.originales; se agregaron 20 ug de ADN/
200 ul a cada uno de los tubos. .Los resultados se ilustran en la Fi-

gura 10, la cual muestra un blanco de reactivos con absorbancia
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de 0.028 y una reaccidn colorida de ADN con absorbancia de 0.306, con
20 mg de DFA; esta concentracidn fue seleccionada para la técnica,
debido a la diferencia entre la minima y maxima absorbancia determi-

-

nadas.

3.1.2 Solubilizacidn del ADN para la preparacion de la

solucidn patron de trabajo.

La solubilizacidn del ADN se realizd en &cido perclérico (PCA) 2 M,
(segiin datos del trabajo original), por agitacidn durante 30 min; la
solucion de trabajo contuvo 1 ml de esta primera solucidon mas 9 ml

de PCA 2 M.

Un segundo proceso estudiado de solubilizacién del ADN fue por agita-
cion por 30 min en 10 ml de NaOH 5mM, a un ml de esta solucidn se

agregd 4 ml de NaOH 5 mM y se diluyd hasta 10 ml con étA 2 M.

Los resultados se muestran en la Figura 11, como se observa, la mez-
cla NaOH-PCA produjo una muestra soluble de ADN que a% ser desarro-
1lado el color mostrd 1linealidad Y tuvo su origen enf%ero; a dife-
rencia de la muestra solubilfzada solamente en PCA, lggcual mostrd

un intercepto negativo en la ordenada.

3.1.3 Efecto de la concentracidn del &cido.perciérico en

Y

la reaccidon colorimétrica.

Los resultados se ilustran en la Figura 12; observandose que la con-

centracion de PCA 1 M en la mezcla de reaccién fue insuficiente para
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producir una coloracion intensa y ademds mostrd dispersidén. La con-
centracion de PCA 2 M muestra mejor relacidn entre la absorbancia a
600 nm y la concentracién de ADN con una curva lineal que parte de
cero. La concentracidn 3 M de PCA did una mayor intensidad en el
color y aunque con curva paralela a la de PCA 2 M, el intercepto en

la primera curva se localiza en 0.15.

e,

3.1.4 Efecto de la concentracidn del acetaldehido.

En el trabajo original se utilizd 100 pul de la solucién de acetalde-
hido ( 1.6 mg/ml ), en este estudio se probé de 40 a 160 ug de esta

solucidn ( 0.4 a 1.6 mg/ml ).

Los resultados se muestran en la Figura 13, la curva con 40 pg de la
solucion de acetaldehido did una curva lineal y con origen en cero; en
cambio a concentraciones mayores de este reac;ivo, aunque las curvas
mostraron linealidad, sus interceptos son mayores de cero. Como no
hubo diferencia entre 40 y 48 ug de la solucién, esta dltima concen-
tracion que corresponde a‘la originalmente propuesta, fue selecciona-

da.

3.1.5 Influencia de la temperatura de incubaci6n en la

reaccién colorimétrica del ADN.

Para este estudio se selecciond dos temperaturas de incubacién a 30

y 37°. Los resultados se dan en la Figura 14, puesto que no hubo
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diferencias entre las curvas de calibracion a las dos temperaturas,

quedd la temperatura de 30° propuesta en la técnica original.

v

3.2 Técnicas de extraccion del ADN,

La técnica propuesta por Metcoff, J. (comunicacidn personal) fue
modificada para obtener recuperaciones del 100% de extraccion-del
ADN. Por este tiempo Setaro, F. (85) publicd otra técnica de ex-
traccidon, la cual fue ensayada. Este proceso resulté ser mas efi-
ciente en las recuperaciones de la extraccién del ADN del higado
de la rata. Por este motivo, se adoptd la técnica y en Material
y Métodos se detallan las quifi;aciones que permitieron obtener

recuperaciones adecuadas.

3.3 Procesos de purificacion de la fraccidn nuclear.

La técnica empleada .(62) mostrd nicleos sin contaminaciones impor-
tantes, comprobado tanto.por técnicas colorimétricas como por fo-
tografias al microscopio electrénico (no mostradas en este infor-

me) .

3.4 Estudio de las técnicas colorimétricas para la de-

terminacion de proteinas.
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Las técnicas estudiadas para la cuantificacidn de proteinas por co-
lorimetria, fueron: M&todo propuesto por Lowry, 0.H. (59), este
método modificado por Hartree, E.F. (42) y 1a técnica del Microbiuret,

propuesta por Itzhaki, R.F. (44). Esta Gltima técnica resultd ade-

cuada a los propdsitos del trabajo experimental,

3.5 Técnicas microquirirgicas.

La- técnica de microcirugia para la castracion de las ratas de un dia
de nacidas requirid de un tiempo de adiestramiento importante, en
el manejo de los animales y el instrumental quirirgico y equipo, en-
tre ellos el uso del microscopio estereoscépico para microcirugfa.
Un problema serio, fue que en los. primeros lotes de animales cas-
trados, al ser devueltos a sus jaulas después dé la cirugfa, fueron

. i "
devorados por la madre, lo cual impidi6 tener el nilmero adecuado de.
animales, para cada experimento. Este problema se soluciond cuéndé
las crias fueron_impregnédas con aceite comestible de cirtamo; con

este simple proceso se évitd el canibalismo.

En cuanto a las demds técnicas en. Material y Métodos se describen
en forma detallada.y se indican los resultados obtenidos en su

aplicacion.
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Figura 10. Efecto de la concentracién de la difenilamina ( DFA )

en la reacci6n colorimétrica.

En la grafica, la 17nea contfnua muestra la absorbancia de 20 ug
de ADN y la 1Tnea discontfnua indica la absorbancia de cada blan

co de reactivos, a las di ferentes concentraciones de la DFA.
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Figura 11. Solubilizacién del ADN en-PCA 2 My en PCA

2 M mas NaOH 5 mM.

La 1Tnea continua representa la abscorbancia por las
diferentes concentraciones del ADN solubilizado en
PCA-NaOH, la lTnea discontinua corresponde a la ab-

sorbancia del ADN solubilizado en e} PCA.
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Figura 12. Efecto de la concentracidon del acido perclé-

rico ( PCA ) en la reaccién colorimétrica.

Cada lTnea muestra la absorbancia del ADN a las concen

traciones indicadas de f a 3 M del PCA.



-96°

600 nm

1.0

0.5

1 1 ! 1 i

10 20 30 Lo 50

ug de ADN

Fiéura 13. Efecto de la concentracion del acetaldehido

en la reaccidon colorimétrica.

Cada 1Tnea indica las absorbancias del ADN con cada
una de las diferentes concentraciones seﬁaladas del

acetaldehido.
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Figura 14. Influencia de la temperatura de incubacidn

( 18 hs ) en la reaccidn colorimétrica.

La 1Tnea continua representa la absorbancia del ADN
incubado a 30° y la 1Tnea discontinua muestra la ab

sorbancia del ADN incubado a 37°..
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