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1.1.- INTRODUCCION HISTORICA DEL CONCEPTO DE RECEPTOR ESTROGENICO .-

Los efectos de la castracidn sobre los Organos sexuales accesorios
de los animales son conocidos por la humanidad desde la antiguedad.No
obstante el avance en el conocimiento intimo de los efectos hormona--
les sobre dichos Organos es muy reciente.

Las respuestas celulares a la accidn de los estrégenos empiezan a
conocerse al comienzo de la década de 1los cincuenta. SZEGO y ROBERT =
(1953 Jobservaron como efecto primario de la hormona alteraciones en la
vascularizacién y en la permeabilidad uterina, asi como la sintesis =
de proteinas especificas. MUELLER y Col. (1958 )fueron los primeros en
proponer que los estrdgenos podian actuar como inductores o represo--
res de la actividad del DNA de las células con capacidad de responder
a estas hommonas, es decir las células diana.

La investigaci6én se dirigid al estudio del transporte de la hormo-
na al interior de las células y al estudio de su accién sobre la sin-
tesis de RNA y proteinas, empleando los métodos puestos a punto en es
ta década de despegue de la biologia molecular.

El problema de averiguar la accidn primaria de la hormona al lle--
gar a la célula no pudo ser abordado hasta algunos afios después: Este
campo de la investigacidén comenzé a desarrollarse con la introduccién
de las técnicas de marcaje de los estrdgenos con tritio, adquiriendo=
gran interés los trabajos desarrollados por JENSEN y JACOBSON (1962)=
sobre el destino de los estrdgenos tritiados en los 6rganos diana, ==
que marcan el comienzo de una nueva fase en la comprensién de la in--
teraccién hormona-célula aln inconclusa.

El uso por estos autores de la hormona marcada radioactivamente, =
permitid establecer su afinidad por las células diana, demostrando -=
que la hormona se acumulaba en mayor cantidad y era retenida durante
mas tiempo en Gtero que en otros tejidos. Posteriormente, mediante la



autorradiografia se confirmb que el esteroide era retenido en las cé-
lulas diana a los pocos minutos de su administracidn, frente a la es-
casa retencidn que se observaba en las células no diana (KING y MAIN-
WARING, 1974; GORSKI y Col., 1968).

Un nuevo avance se di6 cuando STUMPF, (1968), demostrd que en la cé
lula diana el esteroide tiende a acumularse en el niGcleo, lo que puso
de manifiesto que el mecanismo de la accidén de las hormonas esteroi--
deas tiene lugar a nivel de la expresidn genética. Observd ademids me-
diante la autorradiografia cémo la migracién de la hormona al niicleo
era extremadamente rapida y precedia a cualquier otro cambio observa-
ble en la célula. Por el contrario, en células no diana, la hormona =
atraviesa en ambas direcciones la membrana plasmitica y su concentra-
cidén interna no supera a la presente en el plasma.

Ante estos hechos, se vié afianzada la hipdtesis de que un recep--
tor pudiera estar implicado en la respuesta celular a las hormonas es
teroideas. De este modo ademds de justificarse la captacidén y reten--
cién de la hormona por los tejidosdiana, se aportaba una explicacién=
al hecho de que una molécula tan sencilla fuera capaz de ejercer efec
tos tan diversos, asociandose a una molécula mucho mayor y mucho mids=
versatil como es una proteina.

[}
]

Los receptores esteroideos se identificaron en 1966 por TCFT y

GORSKI,que lograron aislarlos centrifugando un extracto de tejido
uterino de ratas a las que se les habia inyectado estradiol marcado,=
mediante la técnica de separacidén en gradiente de densidad de sacaro-
sa. Desde entonces y hasta la actualidad, se ha desarrollado una in--
tensa investigacién en este campo, lograndose grandes avances en el =
conocimiento de las caracteristicas fisico-quimicas del receptor y de
la interaccidn con el esteroide, fundamentalmente gracias al empleo =
de moléculas de sintesis con capacidad de unirse al receptor.



Se ‘ha incidido también en el papel que juegan los receptores en la
accion hormonal. En este sentido se ha abordado la relacién que pudie
ra existir entre las fluctuaciones de su concentracidn celular tras =
la administracién de estrégenos, y su significacién con respecto a ==
las respuestas celulares a la hormona.

Los estudios sobre los receptores estrogénicos marcaron la pauta =
para una nueva era de la investigacidén en endocrinologia. Hoy se han
identificado receptores para todas las hormonas esteroideas y para la
mayoria de las hormonas no esteroideas, estableciendose con toda cla-
ridad el principio de que cuando un tejido no reacciona ante una hor-
mona determinada se debe a que éste carece de los correspondientes re
ceptores. |

.



1.2.- PRINCIPALES ACONTECIMIENTOS EN LA ACCION DE LOS ESTROGENOS SOBRE LAS

CELULAS DIANA .-

En la Fig. _1 se ilustra el modelo que actualmente se acepta sobre
la accién de las hormonas esteroideas en suscélulas diana. Las lineas=
basicas de este esquema fueron trazadas por JENSEN desde 1962 y comple
mentadas con posteriores investigaciones (DE SOMBRE, 1980; MILGROM, ==
1981).

El estradiol secretado fundamentalmente por los ovarios alcanza las
células transportado principalmente por las proteinas plasmiticas. Des
pués de entrar en las células, se une al receptor citosélico en una in
teraccidn que se caracteriza por su alta afinidad y especificidad que
conduce a la formacidn del complejo esteroide-receptor. Este complejo=
adquiere nuevas caracteristicas al sufrir un proceso de activacién que

se identifica con un cambio en el coeficiente de sedimentacidén y que =
implica probablemente un proceso de dimerizaci6n (NOTIDES, 1975; ===
JUNGBLUT, 1979). La activacidén del complejo E-R, hace que se incremen-
te su nucleofilia y se produzca por tanto, la migracidn al nGcleo. Es

en este compartimento celular donde tras unirse a lugares aceptores de
la cromatina atn no identificados, induce la transcripcidn genética. =
Como resultado de la interaccidén a nivel nuclear, se manifiestan una =
serie de fendmenos que conforman la respuesta de la célula a la accidén
hormonal.

En los pr6ximos apartados de este capitulo, se abundari en el cono-
cimiento de cada una de las etapas de la accidn del estradiol.



FIG. 1

MODO DE ACCION DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS EN SUS CELULAS DIANA.

R : Receptor
e : Esteroide



1.2.1.- EL ESTRADIOL EN EL PLASMA .-

El estradiol, debido a su escasa solubilidad en medio acuoso, al-
canza los diferentes drganos diana circulando en el plasma asociado
a la albumina y a la proteina captadora de hormonas sexuales (SHBG).

La albimina por su elevada concentracidn plasmitica es la protei-
na a la que principalmente se asocia el estradiol, aunque su unidn =
es débil (Kd = 10'5M) e inespecifica. Una idea de la magnitud de es-
ta captacidn la da el comparar la solubilidad del estradiol en agua
a 37°C (2x10'5ND con la solubilidad en una solucidn de albimina al =
39 (2x10" %M.

En plasma humano se ha aislado la proteina SHBG (sex hormone bin-
ding globulin) que capta estradiol con menor capacidad que la albimi
na pero con gran especificidad y afinidad (MERCIER y Col., 1970; ==
ROSEBOUND y Col., 1966). Esta beta-globulina tiene como principal =
caracteristica su capacidad de unién a los beta-hidroxiesteroides ==
con una Kd del orden de 107°

ne constante durante el ciclo menstrual y a lo largo de la vida adul

M. Su concentracidén plasmitica se mantie

ta, aumentando durante el embarazo, posiblemente para amortiguar la
elevacidén de testosterona (SIITERI, 1979).

Cuando la concentracidon de estradiol circulante es baja, la mayo-
ria se detecta unido a esta proteina especifica. La unidén a la albd
mina se manifiesta mas claramente a altas concentraciones de la hor-
mona, cuando se ha saturado la capacidad de ligar hormona por la ==
SHBG.

El plasma de ratas carece de SHBG, pero presenta otra proteina,la
EBP (estradiol binding protein), que difiere de la SHBG en su especi
ficidad. Se une especificamente al estradiol y a la estrona, y no re
conoce a los androgenos testosterona ni 5-alfa-dihidrotestosterona.
Su presencia ha sido detectada en elevada concentracidn en ratas pre



fladas y en fetos, disminuyendo con la edad hasta hacerse indetecta-
ble al alcanzar la madurez (KING y MAINWAIRING, 1974).

El papel que juegan estas proteinas plasmiticas no ha sido esta-
blecido con claridad. Se piensa que podria intervenir en la regula-
cidn de la secrecidén de hormonas desde lascélulas glandulares, 6 --
que pudieran servir como proteccién de la hormona ante la accidn de
las enzimas hepdticas. Otra posibilidad es que tuvieran capacidad =
para reconocer algunos elementos de las células diana tras atrave--
sar las paredes vasculares, y facilitar de ese modo el intercambio=
de hormonas entre plasma y célula. El papel funcional mas aceptado=
es el que constituyen un reservorio para el estradiol que asegure =
el abastecimiento hormonal a los tejidos en caso de verse incremen-
tada la demanda y/o el servir de amortiguadores que protejan a 1las
células de un aporte excesivode la hormona. (RAYNAUD, 1973; ALBERGA
y BAULIEU, 1974).

El hecho que el estradiol y otros estrdgenos sean muy debilmente
metabolizados en los tejidos diana (FISHMAN, 1976) hace que la con-
centracién plasmitica de estos productos juegue el papel central en
su aporte a las células. Asi, la actividad hepitica que metaboliza=
a los estrdgenos hasta productos inactivos, y la actividad renal, =
que elimina continuamente estos productos inactivos junto con estrd
genos activos libres en el plasma, contrarrestan la actividad secre
tora de ovarios y suprarrenales en cuanto a nivel plasmitico de es-
tos productos. El papel de los tejidos diana sobre los niveles de =
estrogenos corporales,es pués, pasivo a excepcién de un grado inde-
terminado de aromatizacién de andrdgenos de origen suprarrenal, de-
mostrado en tejidos como el ovarico, adiposo, sistema limbico e hi-
potalamo (NAFTOLIN y Col., 1976), y cuya importancia real no ha si-
do evaluada con exactitud.



1.2.2.- ENTRADA DEL ESTRADIOL EN LA CELUIA .-

El mecanismo intimo del proceso de entrada del estradiol en las=
células diana no es bien conocido. Se acepta ampliamente que la -==
membrana celular no ofrece ningin obstaculo para que las sustancias
de naturaleza lipidica como el estradiol difundan a su interior.

Los primeros trabajos de JENSEN y JACOBSON (1962) apoyaron esta=
teoria demostrando que la mayor captacidn de los tejidos diana es =
debida a la presencia de receptores especificos mis que a una posi-
ble diferencia en el mecanismo de entrada de la hormona en la célu-
la.

Numerosas investigaciones posteriores, han aportado pruebas a fa
vor de esta difusién pasiva (PECK y Col., 1973; MILGRON,1973). DE
HERTOGH, (1971) estudid la distribucidn de tritio en plasma y en {ite
ro de rata después de infundir estradiol marcado durante 4 horas a
un flujo que varid entre 0.5 y 920 ng/hora. Tras el anilisis compa-
rativo de las constantes de equilibrio entre el estradiol libre y =
el ligado de forma especifica o inespecifica, concluyd que el fac--
tor principal que gobierna la captacidén de estradiol por las célu--
las uterinas es la baja Kd del complejo estradiol-receptor (Kd =
2.1x10-10M), ya que el valor de la constante que incluye los posi--
bles factores de permeabilidad entre el plasma y el citoplasma re--

1

sultd ser del mismo orden (K=2.9x10" OND y por tanto no presentan =

obstaculo en la transferencia de la hormona.

No obstante, y a pesar de las evidencias aportadas en favor de =
un proceso de difusidn pasiva, no se puede descartar la posibilidad
de un transporte mediado por proteinas (MILGROM, 1973). La existen-
cia de un gran nimero de locus de unidn en el citoplasma, podria en
mascarar la deteccidén de una proteina transportadora a nivel de la=
membrana. Ademis, al utilizar para estos ensayos incubaciones de =
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tejido intacto, no se consigue medir la tasa real de captacion del
esteroide al no ser evaluadas una serie de determinantes de la cap-
tacién como son: la penetracifén a través del espacio intercelular,=
la difusidn del estradiol a través de las diferentes capas de célu-
las, o la adsorcién del mismo a lugares de unidén no especificos de
la membrana celular.

Con la intencién de salvar estas limitaciones MULLER y WOTIZ,
(1979) trabajaron con suspensiones de células uterinas midiendo la
concentracién de cemplejos estradiol-receptor formados a 37°C, tem-
peratura a la que la translocacidén nuclear no es limitante. En es--
tas experiencias se descarta la posibilidad de un transporte activo
o mediado por proteinas, siendo los resultados favorables a la difu
sidn pasiva. Teniendo en cuenta que el procedimiento de obtencién =
de la suspensidn celular hubiese podido inactivar a los posibles ==
transportadores de membranas, MULLER y Col. (1979), realizaron una
serie de experimentos con membranas purificadas en los que midieron

la captacidn especifica del estradiol, sin encontrar pruebas de 1la
existencia de tales transportadores.
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1.2.3.- RECEPTORES ESTROGENICOS .-

Desde que se tuvo conocimiento que el estradiol se unia especifi
camente a un componente citoplasmitico de elevado peso molecular, =
la investigacion se centrd en su identificacidn, andlisis de sus ==
propiedades, y en intentar dilucidar su significacién funcional.

1.2.3.1.- Naturaleza, propiedades y formas .-

TOFT y GORSKI, (1966) introdujeron en este campo la técnica del
anilisis por gradiente de sacarosa, demostrando que en el citosol-
de ratas inmaduras existia una proteina que captaba especificamen-
te estradiol tritiado, de coeficiente de sedimentacidn 8S, al que
atribuyendole una naturaleza globular le asignaron un peso molecu-
lar de 200.000. Este receptor estrogénico que se aislaba en un me-
dio de baja fuerza idnica, fué estudiado posteriormente por otros=
autores, estableciéndose sus caracteristicas fisicas que se reco--
gen en la Tabla _1 .

El receptor 8S se disocia en un medio 0.15 M en KC1 dando la =
forma conocida como receptor 6S. Si se aumenta la concentracidn de
KC1 hasta 0.4 M, se aisla el receptor 4S, ocurriendo que ambas for
mas 4S y 6S se pueden agregar de nuevo al disminuir la fuerza iéni
ca del medio regeneriando la forma 8S. Como el receptor 4S conserva
la capacidad de unirse al estradiol y no se disocia al aumentar ==
atn mis la salinidad, se le considerd como la unidad bisica del re
ceptor (KING y MAINWARING, 1974).

Si en el medio de separacidn se afiaden idnes Ca++, se obtienen=
también unidades de coeficiente de sedimentacidén 4 6 4.5S a las que
se denominan 4S-Ca, que son incapaces de reagregarse por adicidn =
de EDTA ni por disminucién de la salinidad. PUCA, (1971) explica es

. .2 .. ++
te hecho en base a la activacién que los i6nes Ca  producen sobre
las proteasas, admitiendo que estos enzimas producen algin dafio -
irreversible al receptor.
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La acci6n de la tripsina (PUCA, 1971) transforma al receptor 85 en

. . .. . . ++
un receptor tipo 4S similar al obtenido en presencia de iones Ca , =
que tampoco vuelve a reagregarse al disminuir la fuerza idnica del me

dio .

Ademds de las formas 4S obtenidas por la accidn de enzimas(o'de sa
les sobre el receptor 8S, se detectd la existencia de una nueva forma
4S en medio hipoténico que se denominé receptor 4S "nativo' (YAMAMOTO,
1972) . Este se aisld como tal en condiciones de baja fuerza ifnica Yy
se aceptd como la verdadera forma del receptor citosdlico.

Por Gltimo, sefialar la existencia del receptor 5S que se obtiene a
partir del receptor 4S por incubacién con estradiol a 25 o 37°C, me--
diante un proceso aiin no esclarecido. Este tipo de receptor habia si-
do detectado en el niicleo y se pensaba que era'la forma activa del re
ceptor 4S capaz de inducir respuesta nuclear. JENSEN .1979; DE SOMBRE
( 198Q) y NOTIDES ( 1973.

Ante la variedad de formas obtenidas MULLER (1972) le atribuye al
receptor una camposicidén heterogénea en la que participan diversas =
subunidades que se diferencian por sus parametros fisicos y por su ca

pacidad de unirse especificamente al estradiol. Tabla 1 .

De los numerosos trabajos que se han desarrollado con el fin de --
identificar y relacionar los diferentes tipos de receptores citosdli-
cos, son las recientes investigaciones de MURAYAMA y Col. (1980a}; ==
(1980b) ; (1980c) y (1980d) las que consiguen con mayor solidez esta--
blecer estas interdependenciés.

Estos autores establecen las diferencias entre los receptores 4S =

. .2 .. ++ N
obtenidos por la accién de los idnes Ca y por la tripsina, a los ==
que denominan receptores 4S "modificados' con el receptor 4S '‘nativo"
al que consideran la unidad badsica del receptor. Este receptor se pue-
de obtener con gran rendimiento siempre que en el medio esté presente

un inhibidor de las proteasas (antipapaina), no reagregandose ni en =
medio hipertonico ni hipoténico. Sin embargo, al incubarlo con cito--
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TABLA 1

CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LOS COMPONENTES DEL COMPLEJO
ESTRADIOL-RECEPTOR CITOPLASMATICO.

Coeficiente de Radio Peso Ref.
Sediment. (S) Stokes (A) Molecular Bibliog.

8S 8.6 67 236.000 PUCA (1971)
4S-Ca 4.5 33 61.000 PUCA (1971)
4S-Tripsina 3.9 36 60.000 ERDOS(1971)

8S 8.0 68 225.000 MURAYAMA (1980)
4S-Nativo 4.5 44 82.000 " "
4S-Modificado 4.5 35 65.000 " "
8S-FF 6.9 51 145.000 " "
Componente A 3.8 37 58.000 " "
Componente B 1.8 18.5 13.700 " "

5S 5.5 60 136.000 " "

6S 6.5 60 162.000 " "
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sol se transforma en el receptor 8S lo que indica la existencia =
de algin factor citoplasmitico al que el receptor 4S se une para=
rendir la forma 8S, y al que denominan ''factor de formacién del =
receptor 8S" (8S FF).

Por el contrario en ausencia del inhibidor de las proteasas, y
. . ++ : .
en presencia o no de iones Ca , la forma 4S que se obtiene pre--
senta un radio de Stokes y un peso molecular menor (Tabla 1),
perdiendo su capacidad de reagregarse tanto por disminucidén de la
fuerza idnica como al incubarlo con nuevo citosol.

Ante estos hechos, estos autores consideran que las proteasas=
degradan irreversiblemente al receptor, incapacitandolo para unir
se al factor 8S FF y formar el receptor 8S.

El factor 8S FF fué aislado por MURAYAMA y Col. y determinadas
sus ccnstantes fisicas (Tabla _1 ). Como puede comprobarse, la =
suma de los pesos moleculares del receptor 4S nativo y del factor
8S FF dan el peso molecular del receptor 8S. Caracteristicas a ==
destacar de este factor son su incapacidad de enlazar especifica-
mente al estradiol y la accibn protectora que ejerce sobre el re-
ceptor 4S frente a la accidn de las proteasas.

En cuanto a su composicidn, el 8S FF estd constituido por dos
subunidades A y B de naturaleza protéica en proporcién 1:6. Ambas
se unen al receptor 4S nativo para formar el receptor 8S en condi
ciones hipotoénicas,y al igual que el 8S FF ni la subunidad A ni la
B se unen especificamente al estradiol.

Con la identificacidn de estos factores citoplasmiticos se ha=
podido establecer como se relacionan entre si las diferentes for-
mas del receptor. Se considera que como constituyentes badsicos --
existen en el citoplasma celular el receptor 4S nativo y los fac-
tores A y B antes citados. Estos factores A y B en relacién 1:6 =
constituyen el factor 8S FF que al unirse al receptor 4S nativo =
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en condiciones de baja fuerza idnica rinde el receptor 8S.

Cuando el receptor 4S nativo se une a los factores A y B en di
versas proporciones y en diferentes condiciones de salinidad se =
obtienen las formas intermedias 6S y 7S del receptor. Tabla _1 .

El receptor 5S se forma cuando el receptor 4S nativo se une --
unicamente al componente A, que por esta razén también se le deno
mina '"factor formador del receptor 5S'" & 5S FF. El receptor 5S no
iibera a su componente 4S ni en condiciones de alta fuerza idnica
(0.4 M KCl), al contrario de lo que se observa con las formas 6S,
7S y 8S que si se disocian.

A nivel nuclear predomina la forma 5S sobre la 4S, habiendose=
detectado también en este compartimento celular la presencia de =
los factores A y B (MURAYAMA y FUKAI, 1981).

En adenohipéfisis e hipdtalamo se han reconocido receptores --
4S, 5S y 8S aunque no han sido sometidos a un estudio tan intenso
como los receptores uterinos, dada su menor concentracién y la ma
yor dificultad del pfoceso de su aislamiento. (TALLEY,1975; -==
LINKIE, 1977; FOX, 1977; MILGROM, 1980).

Por Gltimo, hay que sefialar que todos los estudios que se han=
hecho para investigar las distintas formas de los receptores, se=
han realizado con el receptor aislado después que se haya unido a
la hormona tritiada. Por ello a pesar de conocerse la composicidn
de las distintas formas en que se puede aislar el receptor, no ==
hay pruebas definitivas sobre cual es la forma que existe en la =
célula antes de la unidn con el estradiol. Se desconoce si las va
riaciones que sufre su composicién son inducidas por el estradiol
0 si son simplemente consecuencia de la manipulacién de la mues--
tra.
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1.2.3.2.- Interaccidn receptor-estradiol: Enlaces,especificidad y afinidad.-

-

Naturaleza de la_interaccién_receptor-esteroide .-

— . —— —— — —— — — —— — . —— — = ———— — — . — —— —— — —

Los estudios cristalogriaficos realizados sobre las diferentes mo
léculas que interaccionan con el receptor y el conocimiento de la -
especificidad y afinidad con que el receptor las liga, han aportado
una valiosa informacién para dilucidar la naturaleza de la interac-
cidn esteroide-receptor y las caracteristicas del centro activo del
Teceptor.

Numerosas son las pruebas que indican que el esteroide se une =
al receptor a través de dos puentes de hidrdgeno distantes unos =
15 A situados a ambos extremos de la molécula, el C-3 y el C-17 pa-
ra el estradiol y el C-3 y C-20 6 C-21 para otros esteroides, que =
son estabilizados por fuerzas atractivas adicionales del tipo Van
der Walls.

La energia de la interaccién es del orden de -12 Kcal/mol que se
distribuye por igual entre los enlaces por puentes de hidrdgeno y =
las fuerzas de Van der Walls. Los enlaces de hidrdgeno engendran ==
tensidén y las fuerzas de Van der Walls numerosas interacciones débi
les, por ello el locus de unidén del receptor debe caracterizarse ==
por dos propiedades: rigidez y flexibilidad (DELETRE, 1980).

Para que un esteroide sintético compita con efectividad con 1la
hormona natural, sus grupos polares han de ocupar posiciones equiva
lentes a los de la hormona, de forma que sus distancias y orienta--
ciofi permitan la formacién de los enlaces de hidrdgeno. La superpo
sicidn de esqueletos de progestigenos sintéticos con el de la proges
terona natural obtenidos por cristalografia por rayos X o por cdlcu
lo de geometria molecular arrojan unas diferencias entre dos carbo-
nos homélogos que no exceden de 0.2 A .
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Hay que admitir que cuando se produce el enlace, tanto el este-
roide como el receptor sufriradn distorsién y mutua adaptacién. La
flexibilidad del esteroide depende del grado de saturacidn, sien-
do muy baja para los anillos mis saturados (progesterona, testoste
rona) y considerablemente alta para los derivados A 4, 9, 11 trie
nos. Este tipo de compuesto se une a receptores de diversos tipos=
de hormonas y en general la especificidad disminuye con la flexibi
lidad de la molécula. (RAYNAUD, 1980).

Sobre las caracteristicas estructurales de la proteina se tiene
poco conocimiento, y aunque se dispone de la metodologia que permi
te purificar los receptores, no estd desarrollada en el grado que=
se requiere para su estudio detallado. Probablemente la unién con
el esteroide introduzca algin cimbio conformacional. La influen--
cia que sobre la afinidad tiene la introduccidn de sustituyentesen
diversos puntos del esqueleto esteroideo, sugiere que el esteroide
estd en estrecho contacto con la proteina en determinadas zonas co
mo si ocupara un hueco hidrofébico en la misma.

La naturaleza dual del esteroide, rigidez y flexibilidad, sugie
re un tipo de interaccidén intermedia entre los conocidos como mode
lo "llave-cerradura' y modelo ''cremallera'. La unidén podria ini---
ciarse en un extremo del esteroide (por ejemplo el anillo A) a tra
vés de un enlace de hidrdgeno y completarse posteriormente por ==
amoldamiento mutuo entre el esteroide y la proteina. (BURGEN y Col.
1975; FACHENKO y Col., 1979).

El receptor capta al estradiol con gran afinidad (Kd = 10'10 M),
sin embargo su especificidad no es absoluta. Otras hormonas natura-
les como el estriol, la estrona o el 17-Alfa-estradiol tambien se =
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unen al receptor aunque con una afinidad inferior.

Los estudios sobre la especificidad de la unidn esteroide-recep
tor se realizan en base a experimentos "in vivo'" e "in vitro'. Asi,
se puede abordar el problema estudiando la retencidén uterina de di-
ferentes compuestosestrogénicos marcados radiactivamente, y compa--
rarlos entre si y con el estradiol.

Estos experimentos dan una medida del tiempo y de la magnitud de
la retencién por el tejido, requisito previo para que se produzca =
respuesta a la hormona, que debe ser corroborado por sus efectos so
bre el crecimiento uterino y otros parametros de actividad estrogé-
nica.

En estudios '"'in vitro' se ensayan los compuestos que compiten ==
con el 3H—E2 por la unién al receptor y se compara su efectividad =
con la del estradiol frio.

De este tipo de experiencias se ha obtenido abundante informa---
cidn acerca del papel que juegan cada uno de los anillos de la molé
cula del estradiol y de las influencias que pueden ejercer sus sus-
tituyentes.

La naturaleza fendlica del anillo A es esencial para que el este
roide se una al receptor. La testosterona no se une al receptor de
estradiol. Por otra parte, la metilacidén del grupo hidroxilo en C-3
del estradiol origina una disminucién en su capacidad de unidn al =
receptor. E1 3-acetato tiene sin embargo, la misma potencia que el
estradiol, probablemente por la naturaleza electrofilica del grupo=
acetoxi.

Son escasos los compuestos que se han estudiado con sustituyen--
tes en los anillos B y C del esteroide. La hidroxilacién en C-11 se
sabe que hace disminuir la captacidn, probablemente a causa del efec
to estérico que también se ha demostrado que interfiere con la acti-
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vidad del enzima 17-alfa-hidroxireductasa de la placenta.

Sobre la influencia del anillo D se conoce que el paso de la con
figuracién beta a alfa del hidroxilo en posicién 17 decrece 1a cap-
tacidén por el receptor aunque no la elimina totalmente. El efecto =
inhibitorio del 17-alfa-estradiol es despreciable a concentraciones
del orden de mil veces superior a la del 17 beta-estradiol.

Del mismo modo que la isomeria estructural influye sobre la for-
macién del complejo hormona-receptor, también es importante el iso-
merismo Gptico. La antipoda (+) del 17-beta-estradiol es cien veces
mds activa que el isdmero (-).

Se ha sugerido que los sustituyentes sobre la cara alfa de la mo
lécula impiden la estrecha yuxtaposicifn necesaria entre el esteroi
de y la macromolécula, aunque se conocen algunos casos que contra-
dicen esta teoria, asi, el 17-alfa-etinilestradiol es un ligando --
tan potente como el 17-beta-estradiol. El alto nivel de captacién =
absoluta de este compuesto por el Gtero quizid sea un reflejo de 1la
alta concentraci6n que se mantiene en plasma como consecuencia de =
su lenta metabolizacidn.

En lo que respecta al C-16, la hidroxilacién en este carbono tam
bien reduce la captacién, aunque no la anula. Es conocida la menor=
afinidad del estriol por el receptor en comparacién con la del es--
tradiol. Sobre los efectos de los sustituyentes en esta posicidn,al
no ser verdaderamente axiales ni ecuatoriales, sus efectos antagéni
cos deberian ser menos marcados que los esperados si se adopta el =
modelo de unién a la proteina por la cara alfa del esteroide. El ==
isémero 16-beta es mids efectivo en su unién al receptor que el 16-
alfa en el caso del estriol, lo que apoya la teoria de la superfi--
cie alfa.

El resto de los esteroides naturales como la testosterona, 5-alfa
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dihidrotestosterona,. la progesterona, la pregnenolona, el cortisol,
la aldosterona ... etc., tienen una efectividad menor del 1% con =
Trespecto al estradiol en su unién con el receptor.

Pty *p=tgegpuiiiugunipu e g g g gin i

estrogénica y naturaleza no esteroidea crece sin cesar. La molécula
debe reunir algunos de los requisitos descritos anteriormente en =
cuanto a la disposicidn de los grupos que se unan al receptor, y ==
del resultado de esta unidon dependeri su mayor o menor efectividad=
como estr&éeno.

El dietilstilbestrol (DES) es un potente estrdgeno, aunque se ==
desconoce el modo en que ejerce su accién. En términos absolutos, a
una concentracién cien veces superior al estradiol, es capaz de --
inhibir en un 90-100% la unidén de la hormona natural al receptor, y
presenta una efectividad en desplazar al 3H-Ez de los receptores =
comprendida entre el 150 y 290% superior a la del estradiol frio.De
bido a esta propiedad se le usa en experimentacidén como competidor=
en las reacciones de desplazamiento del 3H-EZ del receptor.

El hexoestrol fué uno de los primeros compuestos con actividad =
estrogénica que se sintetizaron, tiene una vida media similar a 1la
del estradiol, y el nivel de captacibén por el Gtero después de una
tmica inyecci6n in vivo, es mas alta que la que produce el estra--=
diol.

Numerosos productos usados en clinica como antagonistas de la ac
tividad estrogénica (antiestrdgenos, tamoxifen, nafoxidina, etc.) =
tambien pueden unirse a los receptores con una afinidad de 100 a -=
1000 veces menor que el estradiol. Su actividad in vivo puede deber
se a que se usan a concentraciones suficientemente altas como para=
lograr la saturacidén del receptor a pesar de su baja afinidad, si =
bien no se descarta que pueda actuar por otras vias en las células.
(DIX, 1980; KORACH, 1979; BLACK, 1981; DE BOER, 1981; KATZENELLEN-
BOGEN, 1979; MAIRESSE, 1979 y KING, 1980).



La afinidad se define experimentalmente como lla concentracién de hor
mona libre necesaria para mantener saturados a Jla mitad de los recepto
res disponibles. En este sentido, cuanto menor sea esta concentracidn,
mayor serd la afinidad de la unidn hormona-receptor.

Considerando la reaccidn entre el esteroide y el receptor que condu-
ce a la formacidn del complejo E-R:

K

E+R ‘—_t_l‘ER

K

en la que K+1 y K_1 son las constantes de velociidad de las reacciones
de asociacidn y de disociacidn.
En el equilibrio, cuando las velocidades en ambos sentidos sean =
iguales:
K

+1

El RI =X, IR

K
lEi LRl - -1 = Kd (1})
|ER | K

+1

Kd’ constante de disociacidn, representa la concentracién de sustrato
para la cual el 50% de los receptores estin ocupados por la hormona.

Cuanto menor sea el valor de K,, mayor afinidlad tendrd el esteroi-
de por su receptor. Los valores de esta constantte para el estradiol y
sus receptores en Utero, adenohipéfisis e hipotdilamo oscilan entre ==
1072 y 10'10M, mientras que la interaccién estraidiol albimina arroja=
un valor de K; del orden de 10™°M, 1o que indicm una baja afinidad en

relacion con la de la interaccidn con su receptor.
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La determinacién de la constante de disociacibén puede abordarse de
un modo directo, mezclando los reactivos y valorando las concentracio
nes una vez alcanzado el equilibrio, o bien indirectamente, a partir=
del cidlculo previo de las constantes de velocidad. Experimentalmente=
el primer método es mds abordable y sencillo aunque su informacién es
menor al no reflejar la contribucién de las constantes de velocidad =
al valor definitivo de la Kd'

De la ecuacidén (1) y considerando a Rmax como la concentracidn to-
tal de receptores:

Rmax = [ER| + |R]

IR| = Rmax - [ER|

sustituyendo en (1)

de donde:

Ecuacidén que establece la relacidn entre el esteroide libre y la con-
centracién del mismo ligado al receptor. Su presentacidn grifica es =
una rama de hipérbola (Fig.2(a),Pag. 24 ) cuya asintota corresponde a
la saturacidén de los receptores presentes.

La relacién (2) puede linearizarse de varias formas.
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K
a) LI S B (Fig. 2(b))
|[ER| Rmax TJE|  Rmax

cuya representacion es una recta de ordenada en el origen
1/Rmax y la interaccién con las abcisas -1/-Kd.

b) [ER| _ Rmax _ 1 |pp (Fig.2(c))
El Ky Ky

"

que es la ecuacidon de Scatchard, donde la interaccidén con
las abcisas da el valor de |ER|=Rmax.y la pendiente el de
la constante de disociacidn ( -1/Kd).

La representacidn grafica de Scatchard es la mds utilizada. Da ma-
yor consistencia a los datos obtenidos a bajas concentraciones de 1li-
gando, y griaficamente muestra cualquier desviacién perdiendo su linea
ridad cuando la proteina receptora posee mds de un lugar de unidn es-
pecifico para la hormona,y a concentraciones de esteroide muy superio
res a la de saturacidn al manifestarse la presencia de las captacio--
nes de baja afinidad.

La representacidn grafica reciproca tiene el inconveniente que a -
altas concentraciones de esteroide los valores de |ER| tienden a --
amontonarse muy cerca de los ejes, pudiendo quedar enmascaradas las =
uniones de baja afinidad.



|ER|
ﬂ -
_4{_“_" X
4 (a)
|
i,‘ B T T
Kd E
|R|/|E|
_ m=-1/Kd
(b)
J -
Rmax
o
B \ T \ S
| ER |
4 1/ [ER| .-
. ()
1/Rndx.— -
A< T T T T T
-1/kd 1/ |E|

(a) Curva de saturacidn; (b) Representacidn de Scatchard;

(c) Representacién reciproca.
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1.2.4.- TRANSLOCACION DE LOS COMPLEJOS ESTROGENO-RECEPTOR AL NUCLEO. ACTIVACION
DEL RECEPTOR. -

La diferencia de coeficiente de sedimentacién entre el receptor cito
s6lico y el nuclear (PUCA y BRESCIANI, 1968) proporcioné la primera evi
dencia a favor de la existencia de una transformacidén intracelular del=
receptor tras su unidn al estradiol. A este fenfmeno se le denomina ac-
tualmente activacidn del receptor, y guarda est;gcha relacién con su ==
translocacién al nfcleo.

La forma nuclear 5S del receptor fué descrita por DE SOMBRE (1967)en
el extracto nuclear de Gteros con KC1 0.4 M, que previamente habian si-
do incubados con 3H—EZ. Por ello se admitid que el receptor nuclear era
una forma alterada del receptor citosdlico (GORSKI, 1968).

Esta hipotesis fué apoyada por varios hechos experimentales. Se com-
probd que tras exponer {iteros troceados al estradiol a 37° C, la mayo--
ria de la hormona se localizaba en el compartimento nuclear, mientras =
que a 2°C el estradiol permanece en el citosol para ir apareciendo en
los niicleos a medida que se aumenta gradualmente la temperatura. Parale
lamente JENSEN y Col. (1968) demostraron que el receptor 5S nuclear,que
tambien se aislaba en niicleos de rata que habian sido tratadas previa--
mente con estradiol, puede obtenerse siempre que en el medio de incuba-
cidén se incluya citosol que contenga receptores.

En base a estas observaciones se propuso el conocido modelo de trans
locacidn en dos pasos del receptor (JENSEN, 1972), en el que el recep--
tor citoplasmiatico tras unirse al estradiol se transforma en 5S, forma=
activada que es translocada al nficleo. En la Fig. _3 se representa el
esquema original completado con aportaciones posteriores (O'MALLEY y =
MEANS, 1974; GORSKI y GANNONG, 1976; JENSEN, 1979 y MULDOON, 1980).

El aspecto mis debatido de este modelo es el referente al lugar celu
lar donde se produce la activacidn del complejo ER. Algunos autores --
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coinciden en afirmar que el proceso ocurre a nivel nuclear y no en el
citosol como fué originariamente propuesto. En esta linea estdn los =
trabajos de LINKIE y SIITERI (1978) que han detectado en niicleos de ra
tas inmaduras la presencia de receptores 4S ademis de los 5S, observan
do que tras la administracién de estradiol se produce un aumento pro--
gresivo de la forma 5S simultdneo con la disminucién de los receptores
4S. Ademis, el que la presencia de DNA favorezca la activacién de 1los
complejos hormona-receptor (YAMAMOTO, 1972), y el que se haya detecta-
do en niicleos la presencia del factor formador del receptor 5S (5SS FF)
(MURAYAMA y FUKAI, 1981), son hechos que favorecen esta hipdtesis.

Por otra parte, se ha demostrado con estudios autorradiogrificos =
(SHERIDAN, 1979; MARTIN y SHERIDAN, 1979) la presencia de receptores =
en el nicleo no ligados al estradiol. Estos y otros resultados (JUNG-
BLUT, 1979) sugieren que el receptor nativo en ausencia de estradiol==
pueda estar distribuido entre el citosol y el niicleo manteniendose su
concentracién en equilibrio entre ambos compartimentos, y que la pre--
sencia de la hormona induce la formacién del complejo y su posterior =
activacidén es la que produce su fijacidn en el nicleo al verse aumenta
da la nucleofilia del receptor.

El mecanismo a través del cual se produce la transformacidén del com
plejo E-R de su forma 4S a 5S, es hoy en dia desconocido. NOTIDES y =
col (1975) estudiaron la cinética de la reaccidn encontrando que era =
de segundo orden, por lo que propusieron que la activacidén lleva impli
cita una dimerizacién entre dos unidades 4S del receptor o entre una =
unidad 4S y otra molécula de parecidas caracteristicas y presente en =
el citosol a una concentracién similar a la del receptor (NIELSEN y NO
TIDES, 1975).

Estos resultados difieren de los encontrados por BAILLY (1980) cu--
yos estudios cinéticos del proceso de activacidn revelaron una cinéti-
ca de primer orden favorable a la hipdtesis del cambio conformacional.
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Recientemente se ha publicado un detallado estudio sobre el fendme
no de la activacidn en el que se discute fundamentalmente la metodolo
gia en uso (MILGROM, 1981),yque reconcilia ambas posturas al conside-
rar que posiblemente el proceso de activacidén ocurra en dos etapas:

E-(4S) == E-(4S} == E-(59)*

donde la primera es una reaccién de primer orden en la que se activa =
el complejo E-R manteniendo su coeficiente de sedimentacién 4S, y la =
segunda etapa corresponde al proceso de dimerizacidén con una cinética=
de segundo orden, en la que el complejo 4S activado se une a otra molé
cula o a si1 mismo para formar el complejo 5S activado.

La mayoria de la investigacion dirigida a estudiar la activacién vy
translocacidn de los receptores se ha realizado fundamentalmente en te
jido uterino, por su mayor contenido en receptores y por la menor difi
cultad de manipulacién.

En adenohipdfisis el proceso de activacidén del receptor citosblico=
coincide con el observado en Gteros (LINKIE, 1977).

En hipotdlamo su estudio resulta una tarea mis dificil, dados los =
problemas asociados al trabajo bioquimico en esta drea cerebral. Algu-
nas commicaciones han manifestado diferencias con respecto a lo obser
vado en Gtero. FOX y JOHNSTON (1974) y FOX (1977) demostraron que la =
transformacidén del receptor citos6lico a la forma 5S al ser expuesto a
DNA-celulosa, es mas lenta que en Gtero. LINKIE (1977) corrobora esta=
opinién al detectar en ftero y adenohip6fisis de ratas immaduras la ==
presencia de receptor 5S tan pronto como a los tres minutos de la in--
yeccibén de estradiol, mientras que a nivel hipotaldmico el proceso de
activacidén requiere de 30 a 60 minutos. Se ha sugerido que estas dife-
rencias podrian ser un reflejo de los distintos tipos de respuesta que
cada tejido da al estimulo de la hormona, el crecimiento uterino fren-
te a la estimulacién de la secrecidén gonadotrdfica en HT y AHF.
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1.2.5.- LOCUS DE CAPTACION INTRANUCLEAR: EL ACEPTOR NUCLEAR .-

El modelo actualmente aceptado sobre el modo de accidén de los estrd
genos, establece que el complejo estradiol-receptor una vez en el ni--
cleo se une especificamente a algin componente de la cromatina. Esta -
interaccidn, se considera que es la responsable de la estimulacidén de
la sintesis de RNA y proteinas que conducen al crecimiento del tejido.

El término "aceptor' se ha utilizado para designar aquellos lugares
de la cromatina a los que se une el complejo E-R especificamente. Su =
origen viene del paralelismo establecido con la unidén de alta afinidad
del represor con un nimero limitado de locus del lac-operon, a través=
de la cual se modula la expresién genética (GORSKI y GANNONG, 1976).

La existencia del aceptor nuclear de los complejos estradiol-recep-
tor, no ha sido demostrada experimentalmente. Su amplia aceptacidén se=
basa en hechos tales como el que la interaccidén ER-cromatina es resis-
tente a altas concentraciones salinas (CLARK y PECK, 1976), y el que=
ademds estas uniones sean especificas para los tejidos diana de los es
trégenos (KING y MAINWARING, 1974). '

Son numerosas las investigaciones que se han desarrollado con el =
propdsito de descubrir la identidad quimica de los aceptores. MAURER y
CHALKEY (1967); TENG y HAMILTON (1968) y KING y Col. (1966) fueron los
primeros en demostrar que los receptores se unian a la cromatina cruda.
De los componentes de la cromatina que pudieran ser responsables de la
unién con el complejo E-R, SPELBERG (1971) descartd la posibilidad de
que fueran las histonas, al constatar que el complejo se unia con tan-
ta afinidad a la cromatina Integra como @ la que se habia desprovisto=
de dichas proteinas.

O'MALLEY (1976) demostrd que la unién con el DNA no es especifica.=
El complejo E-R se une al DNA desprovisto de sus componentes protéicos
al margen de que proceda de una célula diana o no. Recientemente se ha
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demostrado ademis, a través de clonar el gen de la ovoalblmina de ovi-
ducto de pollo para incrementar el nimero de lugares del DNA suscepti-
bles de reconocer a los complejos progesterona-receptor, que &stos se
siguen uniendo a cualquier -punto del gen, sin mostrar preferencia algu
na por determinadas secuencias de bases (HUGUES y Col., 1981).

Las nucleoproteinas no histénicas de caracter acido, son considera-
das hoy dia los candidatos mis probables para desempefiar el papel de =
aceptores nucleares. Son mucho mas heterogéneas que las histonas y su=
composicidn varia notablemente de un tejido a otro.

SPELBERG (1971) encontrd que una determinada clase de nucleoprotei-
nas acidicas, la fraccién AP; , proporcionaba a la cromatina la capaci
dad para captar al complejo E-R, de modo que la cromatina de una célu-
la diana perdia su capacidad para retener al complejo cuando dicha ==
fraccién se extraia. Tambien demostrd que la cromatina de células no =
diana de estrbgeno a las que se le afiadia la fraccibén AP3, adquirian =
~ capacidad de retener el complejo estrdgeno-receptor. Tras estas expe--
riencias se ha aceptado que las proteinas dcidas proporcionan la espe-
cificidad de la interaccidén, aunque no prueban definitivamente que ==
sean los lugares de interaccidén intranucleares.

En la actualidad, existen dos corrientes de opinién acerca de la =
naturaleza de esta interaccibn, los defensores de la "interaccibn acti
va" , que piensan que los verdaderos aceptores son las proteinas y que
la unién complejo-DNA es un artefacto, y los que propugnan la''interac-
cidén pasiva' que atribuyen al DNA la naturaleza de aceptor y a las pro
teinas no hist6nicas la responsabilidad de la especificidad, determi--
nando la regidn del DNA accesible al receptor e induciendo la correcta
conformacién para la aceptacién del complejo E-R. (YAMAMOTO y ALBERT,
1976; ROCHEFORT y Col. (1980).

Otro problema por resolver es conocer la proporcién de las interac-
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ciones de los complejos E-R con los componentes de la cromatina que pro
ducen respuesta. Se desconoce si todas las uniones del complejo a acep-
tores son activas, o si solamente son unas pocas las que tienen capaci-
dad de inducir la respuesta a la hormona. En este sentido se distingue=
entre aceptores y efectores nucleares. Ambos captan especificamente al
complejo, pero solamente las uniones a efectores son operativas.

En algunos casos, los estrdgenos parecen afectar a la totalidad de =
la cromatina;se ha observado en fitero (VIC y Col., 1978) que el estra--
diol dispersa rapidamente a la totalidad de la cromatina condensada de
las células epiteliales. La captacidén de actinomicina D, resulta incre-
mentada en las mismas condiciones (LEROY y Col., 1972; LECLERCQ y Col.,
1973), siendo tambien muy alto el nimero de lugares de uniones de la =
RNA polimerasa que quedan desemmascarados por la accidén de los estrodge-
nos (LEROY y Col., 1972). Estos y otros resultados revelan que el nime-
ro de genes diferentes cuya transcripcion se ve alterada es muy elevado
y son consistentes con la hipbtesis que considera que todos los acepto-
Tes son operativos.

Son tambien numerosas las investigaciones que apoyan la posibilidad=
que el nimero de efectores sea menor que el de aceptores, tal como ocu-
rre en células procariotas con el lac-represor del DNA.

Se ha demostrado que solamente un nimero limitado de uniones nuclea-
res de larga duracién y resistentes a la extraccién con KC1 0.4 M estan
implicadas en la estimulacién del crecimiento uterino (CLARK y PECK, --
1976). En esta linea estd tambien la observacidén hecha en células CMF-7
que el nimero de proteinas especificas cuya sintesis es inducida por el
estradiol es muy limitado (WESTLEY y ROCHEFORT, 1979), aunque no puede=
excluirse la posibilidad de que la especificidad de la respuesta resida
a nivel post-transcripcional.

Las situaciones que se observan en sistemas que no responden a los =
estrogenos, en los que la translocacién y la accién nuclear estin diso-
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ciadas, sugieren que los locus aceptores y efectores son diferentes. =
Este es el caso de los tumores mamarios inducidos por dimetilbenzantra
ceno que han perdido su capacidad de responder a los estrdgenos, al me
nos en lo que respecta a pardmetros como el crecimiento o la induccién
de receptores de progesterona. En ellos, existen receptores citosdli--
cos que son translocados al nlicleo en la misma proporcién que en las =
células que responden a los estrdgenos.

El hecho que los antiestrigenos tamoxifén y nafoxidina sean capaces
de producir translocacidn de receptores citosdlicos y captacidn nu----
clear, y sin embargo fracasen en estimular la respuesta, es explicable
dentro de esta linea, Si se considera que los complejos antiestrdgenos-
-Treceptor no adquieren la correcta conformacidén para unirse a los efec-
tores.

Una variante de estas dos situaciones es la propuesta por YAMAMOTO,
(1976) que considera que los aceptores y efectores son diferentes y ==
que el complejo E-R captado principalmente por los aceptores ha de ser
posteriormente transferidos a los efectores.
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1.2.6.- RESPUESTA CELULAR AL ESTRADIOL. UTERO, HIPOFISIS E HIPOTALAMO .-

Los 6rganosdiana del estradiol son numerosos, y el gradc de con-=
trol que el estradiol ejerce sobre ellos es bastante variable. La md
xima respuesta es obtenida a nivel del Gtero, donde la administra--=
cidn de estradiol, desencadena en ratas castradas e inmaduras una se-
cuencia de acontecimientos de tipo bioquimico y fisiolbgicc que cul-
minan en el crecimiento del tejido.

El desarrollo uterino inducido por el estradiol, se manifiesta en
un periodo de unos dias e incluye el aumento de todas las zctivida--
des metabblicas, asi como el incremento en la captacidn de agua,'de -
la vascularizacidon y de la divisién celular, con el desarrcllo del -
endametrio caracteristico de la fase proliferativa del ciclo sexual=
y el engrosamiento del miametrio.

En la Tabla 2 se resume la secuencia temporal de los sucesos --
que se manifiestan en este tejido después de la administracién de la
hormona.

El primer fendémeno que se observa es la captacibén de la hormona =
por el citoplasma celular, seguido por la ripida aparicién del estra
diol en el nicleo. A los 10 minutos de la inyeccidén puede detectarse
sintesis de RNA especifico para una proteina tambien especifica, 1la
IP (Induced Protein) (KATZENELLENBOGEN y GORSKI, 1975; MAIRESSE y ==
GALAND, 1979). Entre los 15 y 30 minutos se detecta incremento en la
actividad de la RNA polimerasa II.

Una hora después del tratamiento con estrdgenos, se manifiestan =
aumentos de algunos parametros metabd1icos en el metabolismo de la
glucosa (SMITH y GORSKI, 1968), sintesis de fosfolipidos (AIZAWA y =
MULLER, 1961; SPOORE y GORSKI, 1972), la actividad de la RMA polime-
rasa I que gobierna la sintesis de RNA ribosomico (COURVELIN, 1976),
aumento en la actividad de la cromatina uterina para la sintesis de



TABLA 2

- 0.01 Captacidn de E, por citoplasma
Captacibn de EZ por nQcleos
- 0.05
8 | 0.1 RNA polimerasa II nucleopldsmica
2 Sintesis de RNA para la IP
&
@
=
3
= - 0.5
= Sintesis de IP
=
%) SN
§ RNA polimerasa I nucleolar
g Sintesis-de fosfolipidos y
g metabolizacién de glucosa
£ Edema
- 5 Sintesis de proteinas
Aumento neto de RNA
- 10 Aumento neto de proteinas
Sintesis de histonas y DNA
- 20
| 20 Divisién celular

EFECTOS DE LA INYECCION DE ESTRADIOL SOBRE EL UTERO
DE RATAS PREPUBERES. (Modificado de Katznellenbogen
y Col, 1979).
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RNA (TENG y HAMILTON, 1968) y aumento en la actividad de la RNA poli
merasa II que gobierna la sintesis de los RNAm.

A pesar de la temprana activacidn de las polimerasas, el aumento=
en el contenido de RNA no es significativo hasta una hora después de
la administracién de la hormona y se prolonga entre las 8 y 12 horas.

La sintesis protéica se presenta activada entre las 2 y 4 horas =
en ratas immaduras, aunque su incremento neto no se detecta hasta ==
las 24 horas.

El aumento del contenido de DNA y en la sintesis de histonas co--
mienza a hacerse patente hacia las 18 horas, manifestaciones que pre
ceden a la divisibn celular, que se comienza a detectar después de =
las 24 horas (STORMSHAK, 1976).

En lo que respecta a la adenohipéfisis, si bien son numerosas las
commicaciones sobre los efectos generales que los estrdgenos ejer--
cen sobre este tejido, como son la inhibicidén de la secrecién de go-
nadotrofinas, aumento de peso, aumento de mitosis e hiperplasia --
(KAPP y FOX, 1981), son escasos los trabajos que cuantifican la res-
puesta de este tejido al tratamiento con estrdgenos. CONVEY y REECE,
(1969) encontraron fluctuaciones en el contenido de acidos nucléicos
durante el ciclo del estro. ROBINSON y LEAVITT, (1972) en ratas ova-
riectomizadas y DIAZ CHICO y Col.(1980) en ratas prepiiberes registra
ron variaciones en los niveles de DNA, RNA y protefnas tras la admi-
nistracién de estradiol. SPONA y Col. (1980) han cuantificado la sin
tesis de RNA detectando su mixima concentracién a los 90 minutos de=
la aplicacién de los estrdgenos.

En hipotdlamo se conoce que los estrbgenos pueden causar cambios=
de corta duracién en la actividad neuronal, tambien resulta alterada
la actividad tanto de enzimas metabblicas como neuronales (LUINE y =
Col., 1974, 1977a, 1977b; LUINE y McEWEN, 1977), sin embargo a tiem-
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pos largos no sufre hipertrofia ni hiperplasia.

KEINER y Col. (1980) han sido los primeros en demostrar que la ad
ministracidén de estradiol produce la activacidén de la RNA polimerasa
II, mientras que la RNA polimerasa I no se ve afectada;a diferen--
cia de lo que ocurre en tejido uterino donde se produce la activa---
cidén de ambas. La falta de actividad en hipotdlamo de la RNA polime-
rasa I se relaciona con la ausencia de hipertrofia y de hiperplasia=
en este tejido tras la administracién de estrdgeno.

-

Mucho mejor conocidosson los efectos del estradiol sobre el con---
trol hipotaldmico-hipofisario de su propia secrecidn, a través de la
secrecién de la hormona hipotaldmica liberadora de gonadotrofinas =
(LH-RH) y de las propias gonadotrofinas, hormonas luteinizante (LH)y
foliculoestimulante (FSH). En términos generales puede decirse que =
el estradiol segregado por el ovario durante la fase folicular del =
ciclo sexual, produce un efecto sensibilizante de la hipdéfisis a 1la
LH-RH. El ascenso de los niveles plasmdticos de estradiol la tarde =
del diestro-noche del proestro es imprescindible para que se desenca
dene el pico ovulatorio de IH y FSH. Posteriormente el estradiol‘jug
to con la progesterona ejerce un efecto inhibitorio de la secrecibn
de gonadotrofinas, actuando a nivel de hipo%élamo y de hipéfisis. Es
ta inhibicidn terminard provocando la disminucidn de la secrecifn de
estradiol en la fase luteal y el inicio de un nuevo ciclo ovarico.

Las activaciones del estradiol a nivel hipotaldmico y adenohipofi
sario se realizan a través de receptores estrogénicos, pero la se---
cuencia de acontecimientos desde la llegada del estradiol y su unién
al receptor, hasta la manifestaci6én de sus efectos inductores o --
inhibidores de la liberacitn de hormonas no son bien conocidos.

La rata castrada se caracteriza por su elevado ritmo de secrecifn
de gonadotrofinas, como consecuencia de la supresién del efecto feed-
back negativo que las hormonas ovaricas ejercian sobre su secrecién.
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La inyeccidén de dosis de 0.2 pg/kg de estradiol o mayores, resta-
blecen el efecto feed-back y la secrecidn de gonadotrofinas disminu-
ye drasticamente, mientras que dosis menores no producen efecto noto
rio sobre la secrecidn de gonadotrofinas (KREY y Col, 1979). Como se
vera mds adelante ello no implica que los tejidos diana sean indife-
rentes a dosis bajas de estradiol.

Los detalles acerca de la evolucidén de las concentraciones plasmid
ticas de hormonas a lo largo del ciclo sexual y en la castracidn,asi
como su regulacidn reciproca excede de los limites de este trabajo.
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1.2.7.- OTROS RECEPTORES ESTROGENICOS: RECEPTORES TIPO II .-

Las caracteristicas de la unidn esteroide-receptor se han eva
luado a través de los andlisis de saturacidén en los que normal--
mente se cubre un rango de concentraciones comprendidas entre =
0.1y 20 nM (1.2.3.2; 3.1.3). Estos valores constituyen unos 1i-
mites adecuados para la medida de los receptores cldsicos tipo I
que tienen una constante de disociacién en torno a 1 nM.

Al ampliar el margen de concentraciones en los anilisis de ==
saturacién de receptores en {itero de ratas prepliberes, ERIKSSON
y Col. (1978) detectaron un nuevo tipo de captacidn especifica.-
Para citosol se obtuvo uma curva que no alcanzd la meseta de sa-
turacién y con la fraccidén nuclear se did uma curva de tipo sig-
moideo. A este nuevo tipo de captacidén, que se demostrd era espe
cifica para el estradiol, se le denomindé receptores tipo II ===
(ERIKSSON, 1978, 1980).

De estudios posteriores llevados a ‘cabo por el mismo grupo de
investigadores (CLARK, 1980) se han ido dilucidando sus caracte-
risticas e intentado establecer su significacién fisioldgica.

El receptor citos6lico tipo II se caracteriza por su baja afi
nidad por el estradiol (Kd = 30 nM) y su alta capacidad (2 pmol/
Gitero). Sedimenta en la regibén 4S en gradiente de sacarosa en un
medio de baja fuerza ibnica, y no sufre translocacidén al niicleo=
tras la administracién de estradiol como lo hace el receptor ti-
po I.

Por haber sido detectado inicialmente en ratas prepiliberes, se
pensdé que este tipo de captacién era debida a las alfa-fetopro--
teinas. Posibilidad que hoy se ha descartado al demostrarse su =
presencia en citosol de itero de ratas adultas castradas y al =
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comprobarse su especificidad por el estradiol.

Su significacibén fisioldgica se desconoce. En la actualidad
se especula entre la posibilidad de que pudieran ser precurso-
res de los receptores tipo I, o que fueran proteinas de origen
extracelular que ayuden a la acumulacidn de estrogenos en los=
tejidos, actuando como agentes concentradores de la hormona.

A nivel nuclear, la constante de disociacién de los recepto
res tipo II no ha podido ser calculada con exactitud dada la =
naturaleza sigmoidea de la curva de saturacidén y por la forma=
hiperbclica del correspondiente plot de Scatchard. Su valor =
aproximado se ha determinado a partir de la curva de satura---
cidn, calculando la concentracibén de 3H-E2 que se precisa para
saturar a la mitad de los receptores, y ha resultado comprendi
da entre 16 y 20 nM (MARKAVERICH, 1979).

Los receptores tipo II mucleares no parecen proceder de los
tipo II citosblicos, ya que éstos no son translocados al nf---
cleo: Sin embargo, tras la inyeccidén de estradiol su concentra
cién nuclear se ve aumentada, por lo que se ha sugerido que ==
pudieran activarse por la presencia de los receptores tipo I =
en el compartimento nuclear. La retenci6n nuclear de los recep
tores tipo II en Gtero de ratas preplberes es mayor que la de=
los tipo I permaneciendo elevadogdurante 24 o mids horas, por =
lo que se piensa pudieran estar relacionados con la respuesta=
uterotrofica a los estrbgemos, (MARKAVERICH, 1979, 1980).

Recientemente se han hecho estudios dirigidos a investigar=
la presencia de este nuevo tipo de receptores en adenohipdfi--
fisis y en hipotdlamo (KELWER, 1981) utilizando ratas adultas=
ovariectomizadas e hiperestrogenizadas. Los resultados no fue-
ron positivos en el sentido de detectar la existencia de recep
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tores tipo II en estos tejidos diana de los estrdgenos. Su ausen-
cia en hipotdlamo es consistente con la hipdtesis anteriormente =
sefialada que sugiere que los receptores tipo II estan relaciona--
dos con el control estrogénico de la hipertrofia y de 1la hiperpla
sia, respuestas que no se dan en este tejido. Sin embargo, en ade
nohipdfisis no puede justificarse 1a ausencia de receptores tipo=
II con tal argumento, ya que, esta glandula responde a la accibn=
de los estrdgenos con aumento de peso e hiperplasia.(KAPP y FOX,
1980).
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1.2.8.- RESPUESTA DE LA POBLACION DE RECEPTORES AL ESTIMULO DEL ESTRADIQOL.
CONOCIMIENTO ACTUAL DEL CICLO DEL RECEPTOR .-

El significado de la distribucién intracelular de los receptores
tras el estimulo hormonal y la regulacién de su concentracién, se =
consideran camo requisitos fundamentales para comprender el mecanis
mo de accién de las hormonas esteroideas. El estudio del ciclo del
receptor en las fracciones citosdlicas y nuclear de los tejidos dia
na al estradiol, han sido objeto de intensa investigacidm y revisa-
do recientemente por GORSKI (1976), MULDOON (1980) y JENSEN (1982).

En las células de los tejidos diana existe una continua produc--
cidén y degradacibén de receptores que mantiene su concentracibén equi
librada. La administracién de estrbgenos provoca una perturbacidén =
en este equilibrio de modo que immediatamente después de inyectar =
estradiol se observa una brusca disminucién en la concentracién de
receptores citosblicos (fase de deplecién citosblica), como conse--
cuencia de la translocacibén de los complejos E-R formados al niicleo.
Después de un intervalo de tiempo de duracién variable, y probable-
mente relacionado con la dosis de la hormona, se manifiesta el pro-
ceso de replecidn en el que se observa un aumento progresivo en la
concentracién de Rc hasta recuperar la concentracidén basal e inclu-
so llegar a superarla (fase de sobretiro).

A nivel nuclear, y como respuesta a la deplecidén citosblica, se
produce un aumento en la concentracién de receptores nucleares algu
nas horas después de la inyeccidn, para regresar posteriormente a =
los niveles de concentracidn basales.

La evolucidn de la concentracién de los receptores nucleares ob-
servada en los tejidos diana de los estrbgenos, tras la administra-
cidén de dosis de estradiol comprendidas entre 0.1 y 20 pg/kg, des--
cribe una trayectoria que es una imagen espeaular de la que presen-



tan los receptores citos6licos. Esto es, el aumento inicial se co--
rresponde con la deplecidén citosdlica, el mdximo de Rn coincide con
el minimo de receptores citosblicos y el retorno a los valores con-
trol es simultdneo con la fase de replecidn.

El aumento inicial en la concentracidén de los receptores nuclea-
res se atribuye fundamentalmente a la presencia de los receptores =
citosblicos que han entrado complejados al estradiol, y su poste---
rior disminucién se piensa que es debida bien a su degradacidén tras
la accidn nuclear o a su salida al citosol.

En la replecidn citosflica participa la sintesis de receptores =
inducida por el estradiol. KING y MAINWARING (1974) han sugerido ==
que existen dos procesos de sintesis de receptores, uno inducido =
por la hormona y otro independiente de los estrbgenos, apuntando =
ademids que los diferentes modos de replecibén observados pudieran es
tar relacionados con la dosis de la hormona utilizada.

El papel que juega la sintesis proteica en la fase de replecidén=
ha sido revisado por MAIRESSE (1979) condensando los resultados ob-
tenidos por GORSKI y BAULIEU que utilizaron cicloheximida como inhi
bidor de la sintesis proteica. Este autor considera que en el proce
so de replecidbn citosbdlica participan dos mecanismos diferentes: =
uno que depende de la sintesis continua de proteinas o proceso sin-
tético , y otro que es independiente de tal sintesis y que denomina
proceso de reactivacién. '

El proceso de reactivacién ha sido observado en citosol de Gtero
de ratas prepliberes (MESTER, 1974) cuando la deplecién citosblica =
supera el 50%, situacidn que se da preferentemente con dosis de es-
tradiol superiores a 1 pg/kg. Ademds cuando la replecidén es debida=
unicamente a reactivacién o reciclamiento de los receptores, no se
ha conseguido restablecer totalmente la concentracién basal, siendo
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precisa la sintesis proteica inducida para recuperar totalmente su
concentracidén. Ante esto, se ha establecido que la sintesis protei-
ca es necesaria para lograr una completa recuperacidén, asi como pa-
ra que se produzca sobretiro.

La existencia de dos procesos independientes para la replecidn

de los receptores citosdlicos, también ha sido sugerida en base a
estudios hechos con progesterona como inhibidor de la replecidn in-
ducida por los estrogenos, (MAIRESSE, 1979).

Los trabajos de CIDLOWSKI (1978) y MULDOON (1980) han introduci-
do la participacién de los microsomas en el mecanismo por el que se
regula la concentracién de los receptores citosbélicos. Estos auto--
res consideran que el proceso de regulacién puede ser triple: a)las
células de los tejidos diana tienen la propiedad constitutiva de =
sintetizar receptores, proceso que Se activa por el estradiol y que
da como resultado la aparicidn de receptores de nueva sintesis en =
el citosol; b) A medida que la concentracién de estradiol circulan-
te aumenta parte de los complejos receptor-estradiol nucleares pue-
den abandonar el niicleo alojandose en los microsomas durante un ==
tiempo, tras el cual el complejo intacto es liberado al citoplasma=
con capacidad de volver a ser translocado al nicleo (fenbmeno de ==
reutilizacién del complejo). El tercer mecanismo posible (c) se pro
duciria cuando la concentracidn de estradiol enddgena sea elevada,=
en este caso los complejos E-R nucleares se disociarian, permitien-
do el retorno de receptores libres al citoplasma, con capacidad de
volver a complejar al estradiol(regeneracién del receptor). En este
esquema los microsomas intervienen en el procesamiento de los recep
tores actuando como reservorio de complejos E-R y regulando su dis-
tribucién entre el nficleo y el citoplasma, haciendo ademis que la =
célula diana pueda responder con mayor efectividad ante un nivel de
terminado de estrégenos.
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A la vista de esta hipdtesis se podria especular que con dosis =
elevadas, el exceso de complejos E-R que alcanzan el niicleo en rela
cidon con la dotacidn de aceptores nucleares, pudiera ser reciclados
directamente al citosol o tras sufrir un proceso de reactivacién a
nivel microsémico; y que para dosis bajas, el proceso de replecién=
es unicamente debido a la sintesis proteica.

En la Fig._3 se hace un esquema resumen de las posibles rutas a
seguir por los receptores en las c€lulas diana tras recibir el esti
mulo del estradiol. Los aspectos de mayor confusidén son los relacio
nados con el destino tanto del receptor como del esteroide tras con
sumar su accidén bioldgica en el nicleo. '
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FIG. 3

ESQUEMA DEL CICLO DEL RECEPTOR EN LA CELULA DIANA TRAS EL ESTIMULO DEL

ESTRADIOL.

7

EFECTOS
AA

SINTESIS PROTEICA

2 3

\

Entrada del estradiol en la célula.

Formacién del complejo estradiol-receptor citosblico.

Activacibn del complejo estradiol-receptor por unién a un factor X.
Translocacién del complejo estradiol-receptor activado al nficleo.
Fijacién del complejo a los lugares aceptores cromatinicos.
Produccién de efectos a través de la activacién del genoma.

Posible procesamiento del complejo RnE en el nficleo con liberacién
del receptor.

Posible equilibrio del receptor no ligado entre citosol y nficleo.

Posible reciclamiento y reutilizacién del complejo ER nuclear con
participacibn microsomica.

Recuperacibén de los niveles de receptor citosblico por sintesis
proteica estrbgeno dependiente.
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1.3.- OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS DEL TRABAJO .-

El modo en que evoluciona la concentracién de los receptores de estra
diol en las células de sus tejidos diana, fué establecido desde finales=
de la década de los sesenta por JENSEN Y GORSKI. Desde entonces hasta la
actualidad se han realizado numerosas investigaciones sobre las relacio-
nes hormona-receptor, a través de las cuales se ha ido abundando en el =
conocimiento del propio receptor, de la naturaleza de la interaccidén con
el estradiol, de las respuestas celulares a la accién de la hormona como
son, la induccién de la sintesis de proteinas especificas como la I.P. =
(proteina inducida), la sintesis del propio receptor, la activacién de =
la RNA polimerasa (tipos I y II), etc., aportaciones €stas que han ido =
complementando el esquema original y si bien, algunas presentan datos --
que lo cuestionan, ninguna de ella ha aportado pruebas definitivas que
lo invaliden.

Los puntos menos esclarecidos de la dindmica de los receptores celula
res son los relacionados con su presencia y modo de accidén a nivel nu--=
clear. No hay un conocimiento claro de la naturaleza de los aceptores Y
efectores nucleares de la cromatina, y por consiguiente se desconoce el
tipo y la intensidad de la interaccién con los complejos estrogeno-recep
tor, asi como el destino de los receptores tras su accién en el nucleo.
En este sentido no se sabe si son simplemente reciclados al citosol y ==
reutilizados, si han de ser reactivados, o si son totalmente degradados.
Tambien es relativamente mal conocido el modo en que se regula la pobla-
cibén celular de los ré&eptores estrogénicos en sus formas citos6lica y =
nuclear.

En este trabajo se ha pretendido profundizar en el conocimiento de --
los receptores estrogénicos a través del estudio de las variaciones que
sufre su concentracién cuando se recibe el estimulo de dosis bajas de es
tradiol. Para ello se eligieron tres tejidos diana, itero, adenohipofi--
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sis e hipotalamo, cuyas poblaciones de receptores son muy diferentes Yy
sus apetencias por el estradiol radicalmente distintas.

Al abordar bajo esta Gptica la evolucidn de los receptores en las cé
lulas de estos tejidos diana, podrian manifestarse sucesos relacionados
con su dinidmica que posiblemente quedan emmascarados cuando la estimula
cidén se hace con dosis que se alejan con mucho de las que existen en ==
una situacidén fisioldégica normal en la rata adulta ciclante.

Ademas de la utilizacidn de dosis altas, la mayoria de los trabajos=
sobre este tema, se han realizado en animales prepiiberes de 21 dias de
vida. A esta edad la mayoria de los parametros endocrinos estédn sujetos
a una rapida evolucidn y los animales presentan un amplio mirgen de va-
riabilidad individual, en lo que a la concentracién de receptores de es
trogeno se refiere, por lo que son inadecuados para los fines de este =
trabajo. Por ello se eligi® como modelo experimental la rata adulta a =
la que se le practicd la ovariectomia dos semanas antes de ser utiliza-
da en la experimentacién. A este tiempo los tejidos conservan su capaci
dad de respuesta al estradiol y presentan una concentracidén de recepto-

res estrogénicos adecuada para estudio de tipo secuencial.

De las dosis utilizadas, 500, 10 y 1 ng Ez/kg, la primera de ellas =
se eligid por producir unos niveles de estradiol plasmitico que durante
una hora son del orden de los existentes en la rata durante el ciclo =
sexual, mientras que las dosis de 10 y 1 ng Ez/kg, incapaces de produ-=
cir niveles plasmiaticos de estradiol detectables,se consideran como pul
sos hormonales subfisioldgicos de diferente intensidad.

Con cada una de las dosis y en cada uno de los tejidos diana, Gtero,
adenohip6fisis e hipotdlamo se hace un seguimiento de la evolucibn tem-
poral de la concentracidn de receptores tanto a nivel citosb6lico como =
nuclear hasta que se restablezca la situacidén control.
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2.- MATERIAL Y METODOS .-

2.7.- ANIMALES Y TRATAMIENTO .-

Animales : Se utilizaron ratas hembras adultas, de la cepa Sprague
Dawley, criadas en el bioterio del Departamento. Se ali
mentaron con dieta especial para ratas y se mantuvieron
en unas condiciones controladas de 20 grados centigra--
dos de temperatura, 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Castracidn : Ratas de dos meses de edad, pesando entre 200 y 250 -
gr., fueron anestesiadas con éter y ovariectomizadas bi
lateralmente por incisidn dorsal. Se utilizaron para la
experimentacidén quince dias después.

Inyeccidén de estradiol : Las diferentes dosis de estradiol utiliza

das en este trabajo, se administraron intraperitoneal--
mente disueltas en solucidn salina con un 5% de etanol,
en un volGmen de 1 ml/kg de peso. -

A los animales utilizados como controles, se les in-
yect6 unicamente vehiculo: solucidén salina con un 5% de
etanol.

Las dosis de 3H-E2 empleadas en los experimentos des
tinados a medir 1= evolucibén plasmitica del esteroide,-
se administraron del mismo modo que las de estradiol en
frio.
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2.2.- PROCESAMIENTO DEL TEJIDO .-

2.2.1.- Extraccidén del Tejido .-

Una vez tratados con las correspondientes dosis de estra-
diol, los animales se sacrificaron por decapitacidén en grupos de
8, procediendose inmediatamente a la extraccién de los tejidos ob
jeto de este estudio.

De los {iteros se utilizaron ambos cuernos limpios de gra-
sa. La cervix se deshechd.

Como hipot3dlamo se tomo la regidn limitada lateralmente =
por las fisuras hipotalamicas, posteriormente por los cuerpos ma-
milares y anteriormente uno o dos milimetros por delante del ==
quiasma Optico, con una profundidad de 3 mm.

La neurohip6fisis se descartd, utilizandose unicamente el
16bulo anterior o adenohipdfisis. '

Los tejidos se pesaron immediatamente, los {iteros indivi-
dualmente, las adenohipbfisis en grupos de tres y los hipotédlamos
en grupos de cuatro, y se mantuvieron en tampdn Tris-EDTA (10 mM
Tris-HC1, 5 mM EDTA, pH 7.4) en bafio de hielo hasta el momento de
ser homogeneizados.

2.2.2.- Homogeneizacién .-

Se efectud immediatamente después de pesados los tejidos.
Para ello se utilizdé un homogeneizador tipo Potter-Eveljheim vi--
drio-vidrio de 2 ml. de capacidad sumergido en bafio de hielo.

La operacidn se realizé a 500 r.p.m. durante 10 segundos,
seguido de periodos de 20 segundos de reposo para evitar el calen
tamiento.
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Los iteros, previamente troceados, se homogeneizaron en 1.5 ml
de tampdn Tris-EDTA El1 pool de adenchipdfisis en 2 ml y los hipo
talamos en 4 ml. Estos volimenes fueron los elegidos como &ptimos
en el sentido de conseguir una concentracibén proteica adecuada pa
Tra el ensayo de los receptores citosdlicos (Apartado 3.1).

2.2.3,- Fraccionamiento Celular .-

Los homogeneizados de Gtero, adenohipdfisis e hipotdlamo=
se centrifugaron a 800 g. durante 15 minutos en centrifuga refri-
gerada a 4°C. A

Del sobrenadante de esta primera centrifucacién se obtuvo
la fraccibn citosdlica por posterior ultracentrifugacién a 105000
g. durante 90 minutos en una centrifuga MSE Centriscan 75.

El precipitado de 800 g. que recoge la fraccibén nuclear,=
se purificé resuspendiendolo en tampén, filtrindolo a través de =
triple gasa y sometiendolo a dos lavados mas con 5 ml. de tampdn=
cada uno de ellos.

Finalmente los nlicleos se resuspendieron en tampdn Tris-=
EDTA a una concentracidn final de 0.4 Gteros/ml., una adenohipdfi
sis por ml. y 1 hipotdlamo por ml.

El precipitado de 800 g. de Gtero contiene realmente ni--
cleos contaminados con elementos celulares y subcelulares. Esta =
fraccién, denominada por Gorski ''fraccidn niicleo-miofibrilar', ha
sido utilizada para este tipo de ensayo con el mismo rendimiento=
que una fraccién de niicleos puros (MESTER y BAULIEU, 1974).
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2.3.- MEDIDA DE LA CAPACIDAD CAPTADORA DE ESTRADIOL IN VITRO".-

El método que se empled para medir la concentracién de receptores
en las fracciones citos6licas y nucleatres fué el de intercdmbio de “H-
estradiol.

El ensayo consiste en incubar las fracciones citosblicas o nuclea
res con concentraciones saturantes de estradiol tritiado, para medir la
captacién total de estradiol (SH-E2 unido a receptores mas 3H—Ez unido=
a proteinas no especificas). Paralelamente incuba citosol con la misma=
concentracién de 3H-E2 en presencia de dietilestilbestrol (DES) a una -
concentracidn cien veces superior en el medio de incubacién, con el fin
de medir la captacidn no especifica (3H—E2 unido a proteinas no recepto
ras). (Esquema Pag. 53).

La medida de la captacibn especifica: 3H.-E unido a receptores,se

2
obtuvo por diferencia entre la captacién total y la no especifica.

2.3.1.- MEDIDA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS .-~

Para la cuantificacién de los receptores citosblicos se siguie-
ron las pautas descritas por MESTER y BAULIEU (1975), HSUEH (1976) para -
tejido uterino, y por CIDLOWSKI(1974)y MENON y GUNAGA (1976) para tejido
hipofisario e hipotalamico.

Los paridmetros de experimentacién seguidos en este trabajo fue-
ron el resultado de la adaptacidon de las técnicas originales a nuestras
condiciones experimentales. Se detallan en la Tabla 3 , y se justifi--
can en la primera seccidén de resultados.

- Ensayo de los receptores citosdlicos uterinos .-

Alicuotas de 100 pl de sobrenadante que se obtuvo después de la
centrifugacién de 105.000 g, se incubaron por cuadruplicado a 30°C con
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3H-E2 10 nM sblo o en presencia de DES a una concentracion de 1 pM en -

el medio de incubacién.

Al cabo de 30 minutos se afladié a cada tubo 100 pl de una mezcla
de carbbn activo-dextrano (0,5% C.A.; 0,05% dextrano en tampén TED pH
7,4), con el fin de eliminar el estradiol radioactivo libre en el me--
dio, dejando transcurrir la incubacién durante 15 minutos mis.

El carbdn activo se separd por centrifugacién en rotor horizon--
tal a 5000 r.p.m. durante 15 min., tomindose a continuacidén la muestra
de 200 pl del sobrenadante para el contaje de la radioactividad.

. Como 1liquido de centelleo se utilizd una disolucidn de 0,125 g de
dimetil POPOP y 0,5 g de PPO en 1 litro de tolueno, mezclandose vigoro-
samente en cada vial 5 ml del mismo con los 200 pl de la muestra. Des--
pués de una noche de reposo se procedi6 al contaje, que se realizd en -
un espectrémetro de centelleo liquido Packard 3390, con una eficiencia=
del 37%.

- Ensayo de los receptores citosdlicos de adenohipdfisis .-

De la fraccibn citosblica se tomaron 250 pl para incubar por tri
plicado con 50 pl de 3H-EZ 20nM sblo o en presencia de DES a una concen-
tracidén cien veces mayor que la del esteroide marcado.

La incubacibn se dej6 transcurrir durante toda la noche a 0-4°C,
el estradiol no unido se elimind con carbén activo. ;

Para el contaje se tomaron muestras de 250 p del sobrenadante.-
El resto del proceso fué el mismo que se siguid con los citosoles de --

atero.

- Ensayo de los receptores citosdlicos de hipotalamo .-

En este caso la alicuota de citosol fué de 500 pl y la incuba---
cidn se hizo por triplicado con 100 pl de 3H-Ez 20nM en presencia o no -

de DES a una concentracién cien veces superior..
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ENSAYO DE LOS RECEPTORES DE ESTRADIOL

LAS FRACCIONES CITOSOLICA Y NUCLEAR
CONTIENEN:

R = Lugares de unién especifica.

I = Lugares de unién inespecifica.

Incubacibn de las fracciones citosblica y nuclear en dos series de tubos
paralelas, A y B.

Serie A: CAPTACION TOTAL

R+ 1+ EFE =———= RE* + IE*

Serie B: CAPTACION INESPECIFICA

R+ 1+ E* + DES ——= R-DES + IE*

CAPTACION ESPECIFICA = CAPTACION TOTAL - CAPTACION INESPECIFICA

(RE*) = (RE* + IE*) - (IE*)



TABLA _3

CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL PROCESO DE MEDIDA DE LOS
RECEPTORES CITOSOLICOS.

UTERO _ ADENOHIPOFISIS HIPOTALAMO

Vol.de citosol (}11) 100 250 500
Vol.de “H-E, (20 nM)

(ul) 100 50 100
Conc. “H-E, (nM) 10 3.33 3.33
Temp. incubac. (°C) 30 4 4
Tiempo incub. (horas) 0.5 18 18
Vol.carbdn activo(ul) 100 100 100
Tiempo incub. C.A.(") 15 15 ) 15
Centrifugacidén (rpm) 5.000 5.000 5.000

Alicuota contaje (ul) 200 250 500
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El resto del proceso coincide con el seguido para las adenohipo-
fisis, salvo el volimen de muestra tomado para el contaje que en este ca
so fué de 500 pl.

2.3.2.- MEDIDA DE LOS RECEPTORES NUCLEARES .-

La evaluacidn de la concentracién de receptores nucleares se lle
v6 a cabo siguiendo la técnica descrita por ANDERSON y CLARK(1972) con -

ligeras modificaciones.

En la Tabla _4 se presenta un restmen de las condiciones experi
mentales en que se realizaron los ensayos de receptores nucleares, dife-
rentes para cada tipo de tejido.

- Ensayo de los receptores nucleares uterinos.-

Alicuotas de 250 pl de suspensidn nuclear de Gteros se incubaron
por cuadruplicado con 100 pl de 3H-E2 20 nM resultdndo una concentracidn
final saturante de 5.7 nM en presencia o no de DES 1 PM‘

La incubacidn se realizd a 37°C en un bafio termostatizado, con -
agitacidén continua a lo largo de los 30 minutos de duracidén de la misma.

Finalizada la incubacidn se afiadidé a cada tubo 2 ml de tampbén --
frio (0-4°C) y se centrifugd a 5.000 r.p.m. durante quince minutos.

Para asegurar la completa eliminacién del estradiol tritiado 1li-
bre en el medio, los precipitados nucleares se sometieron a dos lavados=
mis con tampdn.

Por Gltimo la radiactividad se extrajo en los mismos tubos de in-
cubacién con 3 ml de 1liquido de centelleo. Después de agitarlos vigorosa
mente se pasaron a los viales y se procedi6 al contaje de la radiactivi-
dad.



TABLA 4

CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL PROCESO DE MEDIDA DE LOS
RECEPTORES NUCLEARES.

UTERO  ADENCHIPOFISIS  HIPOTALAMO

Vol.resuspension

(m1) 2.5 2 2
Vol. incubacidn

(n1) 250 250 500
Vol. %H-E, (20 nM)

(n1) 100 100 100
Concentr. 3H-E2

(nM) 5.7 5.7 3.33
Tiempo incubacién :
(horas) 1 18 18
Temp. incubacitn

(°Q) 30 4 4
Vol. lavados

(m1) 2 2 2

Liquido centelleo
(m1) 3 3 3
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- Ensayo de los receptores nucleares de adenohipofisis. -

Se realizd siguiendo las mismas pautas que para el tejido uteri-
no, salvo en lo que respecta a la incubacién que se llevd a cabo por tri
plicado a 4°C durante toda la noche (18-20 horas). Tabla 4.

- Ensayo de los receptores nucleares de hipotdlamo.-

El volimen de suspensidn nuclear utilizado fué de 500 ul, y 21 -
igual que el caso de adenohip6fisis se incubb con 100 pl de 3H-E2 20 nM
por triplicado y durante toda la noche a 4°C de temperatura. Tabla 4.
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2.4. CURVAS DE SATURACION .-

Con el fin de detemminar la concentracidn de 3H~E2 necesaria para --
saturar a los receptores, y evaluar la constante de disociacién Kq de -
la interaccidn esteroide-receptor para las fracciones citosblica y nu---
clear de cada uno de los tejidos estudiados, se llevaron a cabo los ani-
lisis de saturaciodn.

Para ello se realizaron las incubaciones correspondientes a cada te-
jido, tal como se describen en los apartados anteriores con concentracio
nes crecientes de 3H-E2 y en presencia o no de DES a una concentracién -
cien veces superior a la del estradiol radiactivo.

Las curvas de saturacién y los correspondientes plots de Scatchard =
que se obtuvieron para las fracciones citosb6licas y nucleares de Gtero y
citosblicas de adenohip6fisis, se representan en las Figs. 9 , 10 y 11.
en el apartado 3.1.3. de Resultados.
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2.5.- MEDIDA DE LA CAPACIDAD CAPTADORA DE ESTRADIOL "IN VIVO" .-

Para la medida de la evolucidén de la concentracidén de estradiol tan-
to en plasma como en las fracciones citosbdlica y nuclear de {itero, adenohi
pofisis e hipotalamo, tras la inyeccidén de 500 ng E /kg, se prepard una di
solucidn de 3H E (3, 4, 6, 7, 17-beta-estradiol) a una concentracién de =
500 ng E‘/kg en un volumen de 1 ml. por kilo de peso.

A los intervalos de tiempo deseados, entre 0.2 y 12 horas, los anima
les fueron anestesiados, se tomé una muestra de sangre por puncién en la =
aorta, y se procedid a eliminar al resto del torrente circulatorio inyec--
tando por la aorta unos 50 ml. de solucibén salina drenada por la auricula=
derecha.

El Gtero, la adenohipdfisis y el hipotdlamo, fueron rapidamente dise
cados, pesados y hamogeneizados en las cantidades adecuadas de TE buffer=
en un homogeneizador vidrio-vidrio, tipo Potter-Eveljem. El1 homogenizado =
se centrifugd a 850 g. a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante se some--
ti6 a ultracentrifugacidon durante 90 minutos a 105.000 g.

Una alicuota de 250.pl1 de sobrenadante se mezcld con el liquido de =
centelleo y se contd después de una agitacibén vigorosa durante 1 minuto.

El precipitado de 850 g., fraccién nuclear cruda, se lavd tres veces
con exceso de tampdn. La radiactividad del Giltimo precipitado se extrajo =
con 1 ml. de tolueno del que a su vez se tomd una alicuota para el Eontaje.
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2.6.- MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS .-

El anilisis de la concentracidn de proteinas existentes en las ---
fracciones citosdlicas se hizo seglin el método de LOWRY (1951).

Reactivos :

Disolucibn A. - CO3 Na2 al 2% en NaOH IN

Disolucidn B.- SO4 Cu al 0,5% en tartrato sddico potdsico al 1%

Disolucitn C.- Obtenida de mezclar en el momento de su utilizacidén

1 parte del reactivo A con 50 partes del B.

Reactivo de Folin-Ciocalteau.- (Preparado comercial 2N) diluido --

(1:1) con agua destilada en el momento de su utili-
zacion.

Patrones de Proteinas .- Las diferentes disoluciones para la ob

tencién de la curva de calibrado se prepararon a partir de una di-
solucidén de albumina sérica bovina cubriendo el rango de 0,5 a 4
mg. de proteina por ml.

Procedimiento Experimental .-

De cada fraccidon citosblica se tomaron alicuotas de 20 ul para la
determinacién de este parametro.

Las proteinas se precipitaron por adicion de 1 ml de TCA al 10%, -
se dejd reposar durante 15 minutos y se centrifugd a 7.000 g. durante --
otros 15 minutos.

El sobrenadante se extrajo cuidadosamente con una pipeta Pasteur -
conectada a una trompa de agua, y el precipitado proteico se disolvid en
1,5 ml. del reactivo C agitando vigorosamente durante 15 seg.cada tubo.
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Finalmente se afiadieron a cada tubo 0, 15 ml.de reactivo de Folin,
se agitaron y se dejd desarrollar el color en la oscuridad durante 45 mi

nutos.

Las lecturas de la absorbancia se hicieron a 660 nm. en un espec--
trofotémetro Beckman Acta cIII.

Los patrones de alblimina para la elaboracién de la recta de cali--
brado se procesaron conjuntamente con los problemas.
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2.7.- MEDIDAS DE CONCENTRACION DE ADN .-

El método utilizado para medir la concentracidén de ADN en las sus-
pensiones nucleares se basd fundamentalmente en el ensayo descrito por -
BURTON (1956)y con las modificaciones descritas por SCHNEIDER (1957),y -
algunas otras que se introdujeron con el fin de adaptarlos a nuestras --
condiciones experimentales.

=t

Acetaldehido al 1,6%.- Preparado por dilucidén de 1 ml. de acetal--

dehido de grado analitico en 50 ml. de agua
destilada.

Reactivo de Difenilamina.- Preparado en el momento de su utiliza--

cidn, se obtuvo disolviendo 0,5 gr. de dife
nilamina en 50 ml. de acido sulfGirico con--
centrado y 0,25 ml. de la disolucidén de ace
taldehido al 1,6%.

Patrones de ADN.- Las disoluciones patrén para la curva de calibra

do se prepararon concentraciones comprendidas en
tre 50 y 2,5 pg/ml. a partir de una disolucién -
madre de ADN purificado de timo de ternera (BDH)
en acido tricloroacético al 5%.

Procedimiento Experimental .-

Con el fin de eliminar los componentes lipidicos y acido-solubles
cano la ribosa y otros que interfieren en la reaccidén colorimétrica, la
suspensidn nuclear se procesd del siguiente modo: para eliminar los com
ponentes &cido-solubles, 0,1 ml. de la suspensibén nuclear de Gteros y -
0,25 ml. de las adenohip6fisis e hipotdlamo, se mezclaron con 1 ml. de
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TCA al 10%, después de agitar y dejar reposar durante 15 minutos, se cen
trifugd a 4.000 r.p.m. durante 20 minutos, deshechidndose el sobrenadante.

Los componentes de naturaleza lipidica se eliminaron mediante dos=
extracciones sucésivas, una primera en bafio Maria con 2 ml. de clorofor-
mo-metanol (1:1) a 50°C durante 15 minutos con agitacién continua, y la
segunda con €ter etilico a temperatura ambiente durante otros 15 minutos.

La extraccidn del ADN del precipitado se hizo con TCA al 5%, a 90°
C durante 30 minutos. El1 volimen de TCA 5% utilizado fué de 1 ml. y 1los
tubos durante la extraccibn se taparon con bolsas de vidrio para evitar=
pérdidas~por evaporacion.

Reaccidn colorimétrica .-

Se mezclaron a 0,25 ml. del extracto de ADN con 0,5 ml. del reacti
vo de difenilamina y se dejé transcurrir la reaccién durante 24 horas a
temperatura ambiente.

Las lecturas de la absorbancia se hicieron a 600 nM. en un especto
fotémetro Beckman Acta cIII.



3.- RESULTADOS
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3.1.- VERIFICACION DE LOS METODOS EMPLEADOS .-

3.1.1.- ANALISIS DE PROTEINAS .-

La concentracidén de proteinas de los extractos citosdli-
cos se analizd siguiendo el método de LOWRY (1951), con al-
nas modificaciones que a continuacidén se justifican.

Debido al pequefio volumen de citosol disponible para rea
lizar esta determinacibén, se utilizaron los volimenes de ==
reactivos indicados por BENSADOUM y WEINSTEIN (1974) como =
optimos para bajas cantidades de proteinas. Ademds se incor
pord al método la precipitacidén previa con TCA al 10% para
evitar las interferencias producidas por el tampbén utiliza-
do (10 mM Tris-1,5 M Edta) y por sustancias presentes en el
propio material bioldgico.

Los efectos de interferencia producido por el Tris-HC1l =
descritos en la bibliografia son controvertidos. Mientras =
algunos autores sefialan que no se producenefectos significa
tivos a concentraciones de 0.1 M, otros los encuentran para
concentraciones del orden de 0.4 mM (REJ y RICHARDS, 1974).

En el caso del EDTA, BENSADOUM y WEINSTEIN(1974) sefialan
que se produce un auménto en la coloracibn que se evita pre
cipitando previamente con TCA a una concentracién comprendi

da entre el 6 y el 12%. Precipitacibén que es efectiva en um
98%.

En la puesta a punto de esta técnica, se comprobd la in-
terferencia producida por el tamp6n y la ventaja de la pre-
cipitacidn. Repetidos ensayos con una disolucidn de alblmi-
na de concentracién conocida de 1 mg/ml pusieron de mani---~
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fiesto que, efectivamente,se sobrestimaba la concentracién =
real, obteniendose un valor de 1.35 mg/ml (n=6), un 35% supe
rior al valor tebrico. La precipitacién con TCA al 10% redu-
jo esta diferencia, obteniendose un valor de 1.012 mg/ml ==
(n=6), un 1.2% superior a la concentracibén patrén de 1 mg/ml.

Se comprobd también que el no precipitar la muestra de ex
tracto citosblico conduce a valores superiores en un 25% con
respecto al que se obtiene precipitando previamente con TCA.

En lo que a la muestra de citosol se refiere, no podemos=
asegurar que la precipitacibn elimine completamente las in--
terferencias, pero en cualquier caso, la pretensién de este=
trabajo era disponer de una medida relativa de la concentra-
cién de proteinas que nos permitiera detectar las posibles =
variaciones en su concentracidon. No obstante, como se vera =
mis adelante en este apartado, los valores que se obtuvieron
para los tejidos estudiados fueron del orden de los registra
dos por otros autores.

Incluida la precipitacién con TCA al 10% tanto de la mues
tra como de los patrones, se eligieron las concentraciones =
de patrones que cubrieran el rango de las concentraciones --
de las muestras y cuya relacibén absorbancia-concentracién --
fuese lineal. Las concentraciones de proteinas de los extrac
tos citosblicos estuvieron comprendidas entre 3 mg/ml para =
hipotédlamo y 0.5 mg/ml para adenohipbfisis, a las que corres
pondieron unos valores de absorbancia comprendidos entre 0.1
y 0.45 que caen dentro del rango cubierto por los patrones =
en el que se cumple la ley de Lamber-Beer.

En la Fig._4 se representa una recta de calibrado resul-
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tante de reunir uma serie de determinaciones que se realizaron
a lo largo del desarrollo de esta investigacidén. La pequefia ==
dispersién de los datos refleja el grado de reproducibilidad -
de este método.

Los valores medios de la concentracién de proteinas expresa
das en pg/mg de tejido obtenidos a lo largo de esta experimen-
tacibn para cada uno de los tejidos estudiados fueron los si--
guientes: ’

Utero : 23.85 * 0.32 (n=174)
Adenchip6fisis : 53.16 = 0.75 (n=58)
Hipot&lamo : 22.05 = 0,58 (n=39)

valores que estan dentro del rango de los obtenidos por otros=
autores (GORSKI, 1968 y ROBINSON, 1972).

En el caso de tejido uterino los valores de la concentra---
cién de proteinas en la fraccibn citosblica obtenidos a los di
ferentes tiempos tras la inyeccién de estradiol, muestran umn
aumento significativo respecto de los controles entre las 14 y
24 horas postinyeccibn para la dosis de 500 ng/kg. Fig. 5 . El
aumento del contenido de proteinas en fitero es uno de los efec
tos que se manifiestan por la accién del estradiol y que tal =
como se recoge en una reciente revisidén (KATZENELLENBOGEN,1979)
se detecta a partir de las 10 horas de la administracién de la
hormona.

Para las dosis de 10 y 1 ng/kg. se detectaron aumentos sig-
nificativos a las 5 horas postinyeccién Fig. 6 y _7 . Sobre =
este temprano aumento del contenido proteico no hemos encontra
do ninglin apoyo bibliogrdfico. Es sabido que la sintesis pro--
teica estd estimulada a los pocos minutos de la administracién
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del estradiol, pero el aumento neto de la concentracién pro--
teica, como se indicd anteriormente, sblo ha sido detectado =
después de las diez horas.

El posible significado de estos hechos serd abordado poste
riormente en el apartado de discusifén. Por el momento sefialar
que estos aumentos del contenido proteico del extracto citosd
lico uterino coinciden temporalmente con los aumentos de la =
concentracién de receptores citostlicos sobre los valores con
trol en las tres dosis ensayadas.(apartado 3.2).



70.-

FIG. _5
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FIG. 6 _
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FIG. _7
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3.1.2.- ANALISIS DE ADN .-

Tal como se indicd en Material y Métodos, se utilizdé el método
de BURTON (1956) de validez mundialmente reconocida, para la cuan
tificacion del ADN nuclear. Se siguid la recomendacién del autor=
de utilizar acetaldehido en el reactivo de difenilamina con el ==
fin de aumentar la sensibilidad del mismo.

Tras una serie de pruebas se consider§ oportuno ampliar el ==

tiempo de reaccién de 17 horas a 30°C a 24 horas a 20°C, con lo
que se consiguié un ligero aumento de sensibilidad que favorecié=
a las muestras de adenohip6fisis e hipotdlamo con menor contenido
de ADN.

El método resultd ser altamente reproducible. En la Fig. 8 se
representa la recta de regresidn obtenida de las diferentes lectu
ras de la curva de calibrado realizadas a lo largo del periodo de
experimentacifn, en la que destaca la escasa dispersién de los da
tos obtenidos.

Los valores de la concentracién de ADN de las distintas suspen
siones nucleares oscilaron entre 0.4 mg/ml para Gteros y 0.035 mg/
ml para adenohipéfisis, valores a los que correspondié una absor-
bancia de 0.02 y 0.18 respectivamente, que caen sobre la zona me-
dia de la recta de calibrado.

fl

No se observaron variaciones significativas del contenido de
ADN tras la administracién de estradiol. Los valores medios de su
concentracidn expresados en pg ADN/mg de tejido fueron los si--==
guientes:

Utero : 4.39 % 0,098 (n=102)

Adenohipéfisis : 3.22 % 0.15 (n=50)
Hipotdlamo : 0.47 - 0.11 (n=32)
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valores que como consecuencia de la pérdida de material bio-
16gico que lleva consigo el procesamiento del tejido, (fil--
tracién por gasa y serie de tres lavados), son algo inferio
res a los sefialados por otros autores que hacen la medida de
ADN directamente. DIX (1980); ROBINSON (1972); HAAR (1973);
CONVEY (1969).
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3.1.3.- ANALISIS DE RECEPTORES .-

La cuantificacidn de receptores citosdlicos y nucleares se llevd
a cabo mediante el ensayo de intercambio de estradiol basado en el
desplazamiento de la hormona por estradiol tritiado. Los detalles -
del procedimiento ya han sido descritos en Material y Métodos.

= La validez de este método para determinar la concentracidn de re
ceptores nucleares fué establecida por ANDERSON y PECK (1972), y ex
tendido posteriormente a la medida de receptores citosdélicos.

Desde entonces, la reaccidén de desplazamiento sigue siendo la ba
se de este tipo de ensayos, aunque han sido introducidas un gran nd
mero de variantes en relacién con las condiciones en que ha de rea-
‘lizarse. Las modificaciones introducidas a las técnicas originales=
afectan fundamentalmente a la temperatura y tiempo de incubacién, =
al tipo de tampdn a utilizar, al tratamiento previo del tejido... =
etc. Condiciones que cada investigador fija dependiendo de la natu
raleza y de los objetivos de su trabajo experimental.

Ante esto, los parametros experimentales que hubieron de determi
narse para conseguir una medida valida de la concentracién de recep
tores, con la finalidad de obtener umnos valores repetitivos y capa-
ces de acusar las posibles variaciones en el contenido de recepto--
res citosdlicos y nucleares, fueron las relacionadas con el proceso
de incubacién, como son: la temperatura y tiempo de duracidén de 1la
misma, la cantidad Sptima de citosol o de suspensidn nuclear y la -
concentracién de estradiol tritiado precisa para saturar a los re--

ceptores presentes en el medio.

Ensayo de receptores citosdlicos en utero .-

En los ensayos de los receptores citosdlicos uterinos, se adopta
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ron en principio, las condiciones de tiempo y temperatura descritos
por MESTER y BAULIBU(1975) de 30 min. y 30°C, aunque tras los prime
Tros ensayos se decidid ampliar el tiempo de incubacién a una hora,=
con lo que se consiguieron unos valores ligeramente superiores con=
menores variaciones interensayo.

El voltmen de citosol adecuado para el ensayo estid estrechamente
relacionado con su concentracién proteica. KING y MAINWARING (1974)
dan como Gptima una concentracién de proteinas en torno a * mg/ml,=
recomendando el evitar concentraciones altas que ocasionen una ele-
vada captacién inespecifica y que entorpezcan la cuantificacién de
la concentracién de receptores fundamentalmente en aquellas situa--
ciones en las que su concentracién sea baja.

Homogeneizando un utero completo (aproximadamente 100 mg)en 1.5
ml de tampén, se consiguid® una concentracidn proteica del orden de
2 mg/ml, que en el medio de incubacidn queda reducida a la mitad al
diluirse los 100 o de extracto citosdlico con los 100‘pl de la di-
solucidn de estradiol tritiado.

Para determinar la concentracién de estradiol radioactivo satu--
rante en el medio de incubacién se realizaron los ensayos de satura
cidn, consistentes en incubar una cantidad fija de citosol con con-
centraciones variables de 3H-Ez. La representacidén grafica de la --
captacidn especifica obtenida en cada caso, frente a la concentra--
cidén correspondiente de estradiol, es una rama de hiperbola cuya =
asintota corresponde a la mixima concentracién de receptores e indi
ca a partir de qué concentracidén se alcanza la saturacidn.

A la vista de la curva de saturacién, Fig.9(a),la concentracidn=
de 3H—E2 elegida para los ensayos de incubacién fué de 10 nM, supe
rior a la minima saturante para asegurar su efectividad en aquellas
situaciones en que la concentracién de receptores citosélicos fuera
superior a la de los controles.
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La linearizacién de estos datos se hizo segin el plot de SCATCHARD
Fig.9(b),en el que la pendiente de la recta da el valor de la cons-
tante de disociacién del complejo hormona-receptor y el corte en el
eje de abcisas, la concentracidén mixima de receptores.

En las condiciones de nuestros ensayos, el valor de Kd fué de -
1,05x10'9 , Fig.9(b) ,que entra dentro del rango de los encontrados=
por otros autores, recogidos en varias revisiones. KING y MAINWARING
(1974), GORSKI y GANNONG (1976).

Ensayo de receptores nucleares en {itero .-

Para la incubacién se utilizaron 250 pl de suspensién nuclear pa
ra lo cual el precipitado nuclear, filtrado y lavado, se resuspen--
didé en 2,5 ml de tampdn tras una agitacidn vigorosa hasta lograr --
una suspensién perfectamente homogénea.

Las condiciones de temperatura y tiempo de la incubacién (37°C,

30 min.) que en un principio se adoptaron, que son las utilizadas -
por autores como ANDERSON (1972) y MESTER Y BAULIEU (1975) fueron -
sustituidas tras los primeros ensayos por las de 30°C de temperatu-
ra y 60 min. de duracidén. Estas nuevas condiciones se adoptaron a =
la vista de algunos trabajos de publicacidén mis reciente que sefia--
lan que a 37°C puede verse afectada la estabilidad del receptor. =
(YUH y KEYES (1979), CARLSON y GORSKI (1980). Esta variacidén no mo-
dificd significativamente la captacidén especifica medida, pero al =
igual que se observd en las incubaciones de las fracciones citosdli
cas, los resultados intraensayo obtenidos fueron mis regulares al =
conseguirse una mayor uniformidad en las cuentas.

Con respecto al procesado de los nucleos, puede afirmarse que no
existendos autores que empleen exactamente la misma té&cnica. La ru-
ta experimental es larga y laboriosa, la serie de lavados a los que
se somete la suspensifén nuclear después de la incubacidén, y la ex--
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traccién final de radiactividad para el contaje, son a nuestro jui-
cio las etapas con mayor fuente de errores, principalmente por pér-
dida de material nuclear. Esto nos llevd a utilizar exclusivamente=
un rotor basculante que fijara los precipitados en el fondo del tu-
bo de ensayo y a realizar las extracciones finales y el contaje en
el mismo tubo de propileno, al que se le afiadia directamente el 1i-
quido de centelleo. Con estas precauciones y haciendo las determina
ciones por cuadruplicado, se consiguid un aumento considerable del
rendimiento de los ensayos de receptores nucleares en todos los te-
jidos. , |

La concentracién de 3H-E2 saturante para las incubaciones de --
los Rn uterinos, se determind a partir de la curva de saturacidén. =
Fig.10 . La constante de disociacién Kd medida en el plot de SCAT-
CHARD fué de 1,9)(10'9 M, del orden de las calculadas por otros auto
res. KING y MAINWARING (1974), GORSKI y GANNONG (1976), JENSEN y --
col. (1979).

Ensayos de receptores en Adenohipdfisis e Hipotdlamo.-

Para los ensayos de receptores citos6licos en adenohip6fisis, se
siguieron las lineas generales de las técnicas utilizadas por MENON
y GUNAGA (1976) y CIDLOWSKI y MULDOON (1974), (1978). Para conse---
guir un valor aceptable de la captacién especifica, fué preciso ha-
cer pool de al menos tres adenohipéfisis que, homogeneizadas en 2
ml de tampén daban una concentracidn protéica en el extracto citosd
lico algo inferior a 1 mg/ml. La incubacién se efectud mezclando --
250 pl de citosol con 50 AL de la disolucién de estradiol radiacti-
vo 20 nM resultando una concentracién en el medio de 3,3 nM, satu--
rante, segin puede comprobarse en la curva de saturacién. Fig.ll(a),
La incubacidn llevada a cabo a 4°C durante 18 horas recomendada per
los autores anteriommente citados, resultd efectiva, siendo el va--

lor de Kd = 0.56 x10-9 M, valor que entra dentro del rango de los =
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obtenidos por dichos autores.

Para el ensayo de los receptores citosdlicos hipotalamicos, dada
su baja concentracidn en este tejido, hubo de hacerse un pool de va
rias unidades para conseguir una buena medida de su concentracidn.=
El problema principal surge de la gran cantidad de cuentas inespeci
ficas que se acumulan como consecuencia de la elevada concentracidn
proteica del extracto citosflico, que puede llegar incluso a enmas-
carar la captacidn especifica. A pesar de estas limitaciones se con
siguil estandarizar el ensayo utilizando al menos cuatro hipotila--
mos por determinacidn, que homogeneizados en 4 ml de tampdn, dieron
un extracto citosélico de aproximadamente 3 mg/ml de proteinas.

El hacer curvas de saturacidén en nucleos de adenohipdfisis e hi-
potadlamo, resulta una empresa muy costosa dado el alto nimero de --
animales que requiere. Por ello se decidid ajustar al miximo el pro
ceso al descrito por ANDERSON y Col. (1973) para estas areas en ani
males prepiberes, y hacer pruebas puntuales en torno a las. concen--
traciones saturantes por ellos establecidas. Tras diversos ensayos=
los mejores resultados se obtuvieron con un vol(men de suspensién =
nuclear de 500 Pl y una concentracidn de 3H-Ez 3,3 nM para hipotdla
mo, y con 250 ul de suspensién y 5,7 nM de 3H-Ez para adenohipd
fisis. La incubacién se llevd a cabo a 4°C durante 18 horas.

La alta captacidén inespecifica de la suspensidén nuclear de hipo-
tdlamo fué un problema que no conseguimos desterrar totalmente y --
que invalidd parte de los ensayos. No obstante, y con las reservas=
propias de no disponer de un nimero suficiente de determinaciones =
positivas que afiancen los resultados, hemos creido oportuno reco--
ger los resultados obtenidos con las dosis de 500 y 10 ng Ez/kg da-
do que para la primera de ellas se encontrd una evolucién similar a
las presentadas por otros autores, y la segunda, por su semejanza =
con las aqui encontradas en {itero y adenohipdfisis para esta misma=
dosis.
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3.2.- RECEPTORES EN UTERO -.-

3.2.1.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS UTERINOS TRAS LA AD-

|

|

MINISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL.-

Evolucién tras la dosis de 500 ng E,/kg .-

Los valores de la concentracién de Rc Mmedida diversos tiem
pos después de la inyeccidn de 500 ng/kg se recogen en las --
tablas 12A y 12B y se representa su evolucién en la Fig. 12 .

Inmediatamente después de la administracién de esta dosis,
se observa una rapida disminucién de la concentracidén de Rc
desde el valor control de 217.2 fm/mg prot. hasta alcanzar un
valor minimo de 87.1 fin/mg prot. a las dos horas post-inyec--
cidén. Este descenso representa el 40% del control y es esta--
disticamente significativo: p< 0.001.

A partir de la tercera hora la concentracién de receptores
citosdlicos comienza a recuperarse de un modo gradual y cons-
tante, a una velocidad de 10 fin/mg prot. por hora, alcanzando
de nuevo los niveles basales a las 12 horas aproximadamente.

En las seis horas siguientes el nivel de Rc es superior a
los controles, registrandose un miximo no significativo a las
18 horas con una concentracion de 254.2 fm/mg prot., para re-
tornar de nuevo a ellos a las 24 horas y mantenerse a este ni
vel al menos hasta las 42 horas.

Evolucidn tras la dosis de 10 ng Ez/kg .-

Los datos en sus diferentes formas de expresién se recogen
en las tablas 13A y 13B y se representan en la Fig. 13 .
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En las cinco horas que siguen a la inyeccién de estradiol,
se observa un descenso de la concentracién de receptores, --
198.7 fm/mg prot. a las dos horas y 199.5 fm/mg prot. a las
5 horas, que no llega a ser significativo respecto al con---
trol. A partir de este tiempo es cuando se detecta un aumen-
to de los mismos, sobrepasandose los niveles del control de
modo que a las 8 horas se detecta un valor de 299.4 fm/mg --
prot. estadisticamente significativo. (p< 0.001).

La mdxima concentracién de Rc para esta dosis se detectd
a las 12 horas con un valor de 346.1 fm/mg prot., que supo-
ne un 59% sobre el nivel basal.

En las horas siguientes, los Rc descienden al nivel de -
los controles. A las 18 horas el valor de la concentracidn=
fué de 191.8 fm/mg prot. (no significativo).

Evolucion tras la dosis de 1 ng E,/kg .-

No se detecta disminucién significativa de los Rc en las
primeras dos horas (198.7 fm/mg prot.), y es durante las --
tres horas siguientes cuando se registra un aumento signifi
cativo (p < 0.0001), hasta alcanzar el valor de 421.4 fm/mg
prot. a las 5 horas, lo que supone un 90% sobre el valor de
los controles.

A las 8 horas post-inyeccifnla concentracidn de Rc ha re
gresado al nivel basal en el que permanece hasta las 16 ho-
ras. FIG. 14 , Tablas 14A y 14B .
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TABLA I12A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSIS DE 500 ng E,/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg prot. % Control
0.5 6 157.9 £ 9.9 71.7
1 6 120.4 * 13.5 55.4
2 18 87.1 * 2.26 40.1
3 7 107.6 * 7.8 49.5
4 5 120.6 * 11,6 55.5
7 ) 146.9 * 10.2 67.7
14 5 217.7 ¥ 171 100.2
18 5 254.2 T 14.7 117.3
24 1 227.8 ¥ 13.4 104.9
30 5 172.6 * 13.7 79.5
42 1 187.5 ¥ 10.7 86.3

CONTROL 28 217.2 - 10.9 100




COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO--

SIS DE 500 ng E,/kg.

88.-

0.5 2 7 14 18 24 30
t 2.40 9.2 2.6 0.02 1.35 0.54 1.63
CONTROL
p< 0.01 0.001 0.01 N.S. N.S. N.S. N.S.
t 9.7 0.69 2.6  5.01 1.86 0.79
0.5
p< 0.001 N.S. 0.05 0.001 0.05  N.S.
t 8.3 11.4 1.97 12.5 9.6
2
p< 0.001 0.001 0.05 0.001 0.001
t 2.9 5.34 3.59 1.32
7
P< 0.01 0.001 0.005 N.S.
t 1.35  0.39 1.7
13.5
p< N.S. N.S.  N.S.
t 1.1 3.6
18
p< N.S. 0.005
t 2.3
24
p< 0.025



TABLAI12

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

—

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fim/mg Tejido % Control
1 4 4.12 % 0.43 97.6
2 18 2.36 © 0.07 55.9
4 5 3.23 T 0.42 76.5
7 5 3.46 < 0.25 82.1

14 5 6.51 £ 0.71 154.3

18 5 6.84 = 0.54 162.1

24 1 6.74  0.10 159.72

30 6 3.97 £ 0.37 94.1

22 0N 4.17 £ 0.26 98.8

CONTROL 26 4.22 - 0.05 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO-
SIS DE 500 ng E,/kg.

1 2 7 14, 18 24 30
t 0.46  22.6 4.6 6.65 9.6 2.4 1.2
CONTROL
p<_ N.S. 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 N.S.
t 6.86 1.2 2.37  3.35 7.86 0.29
1
p< 0.001 N.S. 0.025 0.01 0.001 N.S.
t 5.66 9.97 13.7 35.8  6.45
2
p< 0.001  0.001 0.001 0.001 0.001
t 3.58 5.4 13.07 0.99
7
p< 0.005 0.001 0.001 N.S.
t 0.33 0.42 3.0
13.5
p< N.S. N.S. 0.01
t 0.23  4.09
18
p< N.S.  0.005
t 8.6
24

p< 0.001




FIG. 13

p—

fm/mg Prot.

400

300

100

74
4

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO TRAS LA
ADMINISTRACION DE 10 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRE--
SAN EN FEMTOMOLES/mg PROTEINAS - D.E.

91.



92.

TABLA 13A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

TIEMPO ' RECEPTORES VARIACTON
Horas N fmol/mg prot. % Control
0.5 5 209.4 ¥ 21.10 96.4
2 5 198.7 * 18.9 91.5
5 5 199.4 * 10.2 91.8
8 5 299.4 * 20.03 137.8
12 4 345.1 * 22.7 158.8
18 6 191.8 * 18.03 88.3

i+

CONTROL 28 217.2 = 10.9 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO--

SIS DE 10 ng E,/kg.

0.5 2 5 8 12 18
t 0.27 0.66 0.66 2.92 4.13  0.98
CONTROL
p< N.S. N.S. N.S. 0.005 0.001 N.S.
t 0.33 0.37 27.3 3.85  0.57
0.5
p< N.S. N.S. 0.001  0.005 N.S.
t 0.03 3.24 4.43  0.23
2
p< N.S. 0.01 0.005 N.S.
t 3.82 5.38  0.30
5
p< 0.005  0.001 N.S.
t 1.35  3.55
8
p< N.S.  0.005
t 4.73
12
p< 0.001




EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN

TABLAI3B

CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control

0.5 3 4.55 .59 107.8

2 5 4.79 .42 113.5

5 6 5.24 .43 124.2

8 5 6.95 .47 164.7
12 8 7.49 .38 177.5
18 5 3.94 .27 93.4
CONTROL 26 4.22 .05 100

94.-
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO-

SIS DE 10 ng Ez/kg.

0.5 2 5 12 18
t 1.29  2.56 4.29 11.2  10.8  1.67
CONTROL

p< N.S. 0.01 0.001 0.001 0.001 N.S

t 0.29 0.82 2.72  2.95 0.92
0.5

p < N.S. N.S.  0.025 0.01 N.S

t 0.67  3.05  3.45 1.32
2

p < N.S. 0.01  0.005 N.S

t 2,42 3.01 2.22
5

p < 0.05  0.01 0.05

t 0.67 4.9
8

p < N.S. 0.001

t 4.84
12 |

p < 0.001
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FIG. 14
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO TRAS LA
ADMINISTRACION DE 1 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN_
EN FEMTOMOLES/MG PROTEINAS - D.E.



TABLA 14A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSIS DE 1 ng E,/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg prot. % Control
0.5 5 199.4 % 16.4 91.8
2 4 198.7 * 7.03 91.5
5 7 421.4 * 33.8 194.2
8.5 4 214.9 % 5.8 99'2
16 -3 184.5 T 1.22 84.9

CONTROL 28 217.2 £ 10.9 100

97.-
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO--
SIS DE 1 ng Ez/kg. '

0.5 2 5 8.5 16
t 0.65 0.62 7.19 0.08 -0.95
CONTROL
p< N.S. N.S. 0.001 N.S. N.S.
t 0.03 4.84 0.79 0.68
0.5
p< N.S. 0.001 N.S. N.S.
t 4.46 1.53 1.47
2
p< 0.005 N.S. N.S.
t ' 4.15 4.09
5
p< 0.005 0.005
t 3.75
8.5

p< 0.01




TABLA 148

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN

CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
0.5 5 3.79 - 0.54 89.8
2 13 5.28 < 0.42 125.1
5 7 10.89 < 0.97 258.1
8.5 4 5.35 * 0.33 126.8
16 6 3.13 Y 0.24 74.2
CONTROL 26 4.22 £ 0.05 100

99. -
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO-
SIS DE 1 ng E,/kg.

0.5 2 5 8 12
t 1.57  3.39 12.6  6.02 5.8
CONTROL
p< N.S.  0.001 0.001 0.001  0.005
t 1.85 10.23  2.02 1.05
0.5
p< N.S. 0.001 N.S. N.S.
t 8.43  0.08 3.18
2
p< 0.001 N.S. 0.005
t 9.16  15.64
5
p< N.S. 0.001
t 4.89
8

p< 0.001
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3.2.2.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES UTERINOS TRAS LA ADMI-
NISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL .-

<

Evolucién de los Rn tras la dosis de 500 ng E/fkg.--

Los resultados expresados en fm/mg DNA y en fm/mg tejido
se recogen en las Tablas 15A y 15B. La Fig.l5 representa -
su evolucién en funcién del tiempo.

Tras la inyeccidén de estradiol, se observa un aumento pro
gresivo del contenido nuclear de receptores, que a las 4 ho-
ras da un valor de 362.7 fm/mg DNA significativamente ------
(p< 0.005) superior al de los controles (283 fm/mg DNA).

El contenido de Rn continia aumentando hasta alcanzar a -
las 18 horas su miximo valor con una concentracidén de 472.2
fm/mg DNA (p < 0.001). A partir de este tiempo la cantidad -
de receptores comienza a disminuir hasta los niveles basales,
que se alcanzan a las 24 horas post-inyeccidn, permaneciendo
a este nivel por lo menos hasta las 42 horas, tiempo miximo=
estudiado en este trabajo.

Evolucién de los Rn tras la dosis de 10 ng E/Kg .-

Las concentraciones de Rn tras la inyeccidn de esta dosis
intermedia, Fig. _16 Tabla 16A aumenta a una velocidad mayor
que en la dosis de 500 ng E,/kg.El valor miximo se alcanza a
las 8 horas con 490,3 fm/mg DNA significativo con respecto -
al control, (p < 0.001).

En las horas siguientes la concentracién de receptores nu
cleares desciende hasta el nivel basal que se alcanza a las=
18 horas, tiempo al que se registrd un valor de 307,2 fm/mg
DNA, no significativo respecto al control.
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Evoluci6n de los Rn tras la dosis de 1 ng E/Kg .-

El tipo de dinamica que presentan los Rn resultd ser muy
semejante a la que se registrd para los receptores citosdli
cos tras la administracién de esta dosis.Fig.17,Tabla _17A .

A las dos horas se detectd un ligero aumento del conteni
do de Rn (320,9 fm/mg DNA) que no fué significativo, igual=
que los presentados por las dosis mayores. Sin embargo, en
las tres horas siguientes se produce un significativo aumen
to de Rn que culmina a las 5 horas, con un miximo de 530,8
fm/mg DNA (p < 0.0001). En las 5 horas siguientes se obser-
va la vuelta a los niveles control en el que se mantiene --
hasta las 18 horas.
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FIG. 15
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION
DE 500 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG DNA - D.E.



EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN

TABLA 154

NUCLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
1 4 298.7 % 15.4 105.5
2 15 321.3 T 24.9 113.5
4 4 362.7 * 2.7 128.2
10 390.3 * 43.4 137.9
14 5 440.9 ¥ 41.2 155.8
18 6 473.2 % 50.9 167.2
24 4 311.9 £ 13.8 110.2
30 5 312.4 £ 16.7 110.3
42 4 264.2 * 10.9 93.3
CONTROL 15 283.0 % 11.3 100

104.-
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COMPARACIONES ENTRE LAS CCONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LAS DOSIS
DE 500 ug Ez/kg.

t 1.35 3.09 4.86 4.91 1.18 0.79

CONTROL
p< N.S.  0.005 0.001 0.001 N.S. N.S.
t 0.79 2.3 2.8 0.18 1.11
2
p< N.S. 0.025 0.005 N.S. N.S.
t 1.39  1.53 1.77 3.6
4
p < N.S. N.S. N.S.  0.01
t 0.43 2.38 3.3
14
p< | N.S. 0.025 0.01
t 2.27  2.96
18
: p< 0.05 0.025
t 2.34
24




TABLA 15B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN

NUCLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 18 1.44 T 0.11 105.1

4 6 1.67 = 0.18 121.9
10 6 1.95 % 0.13 142.3
14 5 2.13 T 0.21 155.5
18 5 2.17 £ 0.25 158.4
30 5 1.53 £ 0.08 111.7
42 4 1.04 £ 0.07 75.9
CONTROL 29 1.37 £ 0.08 100

106. -
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS
DE 500 ng Ez/kg.

t 0.51 1.5 3.49  3.55 0.79 1.47

CONTROL
p< N.S. N.S. 0.005 0.001 N.S. N.S.
t 1.0 2.78 2.81 0.4 1.61 -
2
p< N.S. 0.01 0.01 N.S. N.S.
t 1.51  1.49 0.6 2.42
4
p< N.S. N.S. N.S. 0.025
t 0.10 2.38 3.55
14
p< N.S. 0.025 0.005
t 2.17  3.42
18
p< 0.05 0.01
t 3.94
30

p< 0.005
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FIG. 16_
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA ADMI-
NISTRACION DE 10 ng E,/Kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEM
TOMOLES/MG DNA - D.E.
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TABLA 16A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
NUCLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS DE 10 ng EZ/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
0.5 4 298.14 < 29.2 105.3
5 4 373.7 < 56.6 132.1
8 4 490.26 * 36.6 173.2
12 10 421.26 = 26.3 148.8
18 4 307.18  23.6 108.5
CONTROL 15 283.0 = 11.3 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fin/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LAS DOSIS=
DE 10 ng Ez/kg.

0.5 5 8 12 18
t 0.53 2.35 6.78 5.58 0.91
CONTROL
p < N.S. 0.025 0.001 0.001 N.S.
t 1.02 3.55 2.74 0.21
0.5
p < N.S. 0.01 0.01 N.S.
t 1.49 0.85 0.93
5
p < N.S N.S N.S
t 1.45 3.63
8
p < N.S. 0.01
t 2.62
12

P < 0.025
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TABLA 16B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
NUCLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS DE 10 ng E,/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
0.5 4 1.45 % 0.14 105.8
5 4 1.86 = 0.26 135.8
8 5 2.22 < 0.31 162.1
12 9 2.06 - 0.19 150.4
18 4 1.28 Y 0.14 93.4
CONTROL 29 1.37 £ 0.08 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LAS DO-

SIS DE 10 ng E,/kg.

0.5 5 8 12 18
t 0.35 2.01 3.56 3.76 0.39
CONTROL
p < N.S. 0.05 0.001 -0.001 N.S.
t 1.2 1.85 1.87 0.74
0.5
p < N.S. N.S. 0.05 N.S.
t 0.76 0.55 1.7
5
p < N.S. N.S N.S.
t 0.43 2.25
8
p < N.S 0.05
t 2.39
12
p < 0.01




FIG. 17
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA
ADMINISTRACION DE 1 ng Ez/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRE-
SAN EN FEMIOMOLES/MG DNA - D.E. '

113.-



114.-

TABLA 17A

EVOLUCION TEMPORAL DE RECEPTORES DE ESTROGENO EN
NUCLEO DE UTERO PARA LA DOSIS DE 1 ng Ezlkg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
2 6 320.9 * 20.2 113.7
5 6 530.8  39.1 187.6
8.5 5 314.9 T 23.8 113.3
16 4 296.9 ¥ 43.3 104.9

1+

CONTROL 15 283.0 - 11.3 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg DNA OBTENIDAS EN EL NUCLEO DE UTERO PARA LAS DO--

SIS DE 1 ng Ezlkg.

2 5 8.5 16
t 1.64 7.72 1.26 0.42
CONTROL

p< N.S. 0.001 N.S. N.S.

t 4.39 0.17 0.5
2 N

p< 0.001 N.S. N.S.

t 4.08 3.5
5

P< 0.005 0.005

t 0.33
8.5

N.S.

p<
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TABLA 17B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
NUCLEO DE UTERO PARA LA DOSIS DE 1 ng EZ/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 4 1.59 £ 0.13 116.1
5 7 2.44 T 0.-1 178.1
8.5 5 1.54 % 0.20 112.4
16 4 1.56 = 0.26 113.8

0.08 100

[ J

CONTROL 29 1.37
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN EL NUCLEO DE UTERO PARA LAS -
DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

2 5 8 16
t 0.97 5.38 0.79 0.83
CONTROL
p<  N.S. 0.001 N.S. N.S.
t 2.59 0.17 0.14
2
p< 0.025 N.S. N.S.
t 2.7 2.7
5
p< 0.025 0.025
t 0.07
8
N.S,
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3.2.3.- EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES DE ESTRADIOL EN UTERO.-

CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSO-
LICOS EN LAS TRES DOSIS ENSAYADAS .-

La Fig. 18 en la que se representa las evoluciones de 1la
concentracién de los receptores citosdlicos tras la adminis-
tracidén de las tres dosis estudiadas en este trabajo, nos ==
permitira analizar comparativamente las dinidmicas que tras =
cada estimulo de estradiol presenta la poblacién de recepto-
res citosblicos, asi como establecer relaciones con los re--
sultados de otros autores consultados en la bibliografia.

En la Fig. 18 destaca cfmo unicamente la dosis de 500 ng
EZ/kg. produjo deplecidn significativa de los receptores ci-
tosdlicos. Ni la dosis de 10 ng Ez/kg. ni la de 1 ng Ez/kg.,
produjeron disminucién significativa de los Rc, si bien 1los
valores medidos durante las 5 y 2 horas post-inyeccién res--
pectivamente, se mantuvieron inferiores al control. Por otra
parte, las tres dosis ensayadas, 500, 10 y 1 ng Ez/kg., pro-
vocaron la aparicidén de la fase de sobretiro, o fase en la =
que la concentracidén de receptores supera a la dé los contro
les. Posteriormente el ciclo se cierra con el retorno a los=
niveles basales a unos tiempos directamente relacionados con
la dosis administrada.

De las fases de que consta el ciclo del receptor, las dos
primeras, la deplecidn y la recuperacidn de la capacidad cap
tadora de estradiol por el citosol, han sido ampliamente des
critas, principalmente en ratas preptberes. J. MESTER y BAU-
LIEU (1974); RUH y COL. (1977).
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FIG. _18
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION
DE 1 (4),-10 (o) y 500 (o) ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN =
FEMTOMOLES/MG PROTEINAS - D.E.
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GALAND (1978) revisd las evoluciones de las concentracio-
nes de receptores citosdlicos uterinos en relacién con la do
sis de hormona administrada, encontrando que la magnitud de
la deplecidn guarda relacidn con la dosis de estradiol ensa-
yada.

En ratas prepiberes, MESTER y BAULIEU (1974) registraron=
una deplecién del 50% para una dosis de 0.1 pg/rata, lo que
equivale aproximadamente a unos 2 pg Ez/kg. en adultos, y de
mis de 90% para 1 ug EZ/rata, dosis del orden de los 20 pg =
Ez/kg. en adultos. HAYES (1981) ha presentado recientemente=
valores de este orden también en ratas prepltberes con esa =
misma dosis.

En estos resultados con la dosis de 500 ng Ez/kg. se pre-
senta al cabo de dos horas, una deplecidén citos6lica de un =
60% frente al 90% que para una dosis de 1 pg/rata obtiene --
CIDLOWSKI y MULDOON (1974) también en animales castrados, ==
mientras que, con las dosis menores de 10 y 1 ug Ez/kg. aqui
utilizadas, la deplecidn resulta indetectable.

Después de la deplecidn se observa un aumento de la con--
centracidn de receptores hasta los niveles del control. Para
la dosis de 500 ng Ez/kg.,se encuentra que esta recuperacién
es mds ripida que la observada por otros autores. CIDLOWSKI
y MULDOON (1974) a las 15 horas post-inyeccién, detectaron =
una replecién del 85% para una dosis de 4 mg/kg.

En ratas prepiberes, BAULIEU (1974) y HAYES y COL. (1981)
registraron la recuperacidén total de la concentracién de Rc
entre las 12-15 horas para la dosis de 1 pg/rata. Con una do
sis cinco veces mayor GORSKI (1972) y RUH y BAUDENDISTEL =
(1977) 1la detectaron a las 22 horas post-inyeccién, de donde
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se puede deducir que en las ratas prepiberes parece existir
una relacidn directa entre la dosis inyectada y la duracidn
de la fase de recuperacién. No obstante, los resultados que
otros autores gbtienen con ratas intactas o preplberes no =
son enteramente comparables con éstos, y s6lo debe usarse a
titulo orientativo.

A la vista de las evoluciones de la: concentracién de Rc
para cada una de las dosis estudiadas en estos experimen-=
tos, se observa también una correlacidén directa entre el =
tiempo al que culmina la recuperacidn citosflica (cuando la
concentracién de Rc alcanza la concentracidn de los contro-
les), o lo que es lo mismo, el momento en que comienza el =
sobretiro (fase en la que la concentracidn de Rc supera a =
la de los controles), y la magnitud de la dosis administra-
da. Cuanto mayor es la dosis, mids se retrasa la aparicidn =
del sobretiro, registrandose el aumento de concentracidn so
bre el control a ias 2, 6 y 13 horas para las dosis de 1, =
10 y 500 ng Ez/kg. respectivamente; dindose ademds una rela
cidn directa entre el logaritmo de las dosis y el tiempo a
que se empieza a producir el sobretiro. Fig. 20(a).

HAYES y COL. (1981) en ratas prepiberes y con una dosis=
de 1 pg/rata encontraron un sobretiro con un miximo a las =
24 horas y un retorno a los niveles control que culmind a =
las 72 horas.

MORRIS (1976) usando ratas adultas ovariectomizadas y =
con dosis de 4 y 20 pg Ez/kg., al ensayar la concentracidn=
de receptores a las 24 horas post-inyeccidn, encontrd valo-
res en la concentracidén de receptores superiores al control
en el 75% y 30% respectivamente.
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Probablemente la relacidn directa aqui observada entre la
dosis y el tiempo invertido en culminar la recuperacidn cito
s6lica aporte una explicacidén a la ausencia de sobretiro den
tro de las primeras 24 horas post-inyeccifn, cuando se inyec
tan dosis elevadas de estradiol.

De la revisidn bibliografica realizada puede deducirse =
que el ciclo completo del receptor no ha sido estudiado pre-
viamente con tanto detalle como en este trabajo. Por otra -=
parte, la observacidén del ciclo completo para cada dosis en-
sayada permite extraer algunas relaciones dosis-tiempo de in
terés.

Como puede observarse en la Fig. 19(b) las mdximas concen
traciones de receptores citosblicos se detectan para las do-
sis mds bajas, mientras que el tiempo al que tales concentra
ciones se alcanzan guarda relacidn directa con el logaritmo=
de la dosis ensayada. Fig. 19(a).

En la Fig. 20(a) se puede ver que los tiempos a los que =
las concentraciones de receptores empiezan a detectarse supe
riores al control, estdn directamente relacionados con el 1o
garitmo de la dosis.

Por Giltimo, en la Fig. 20(b) se observa que la duracién =
del ciclo también guarda relacidn directa con el logaritmo =
de la dosis ensayada. El posible significado de tales hechos
serd extensamente estudiado en la discusién.
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FIG. 19
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FIG. 20_
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RELACION ENTRE EL TIEMPO AL QUE COMIENZA EL SOBRETIRO DE
Rc (a) Y EL TIEMPO DE DURACION DEL CICLO DE Rc (b) CON =
EL LOGARITMO DE LA DOSIS INYECTADA.
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CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEA-

RES EN LAS TRES DOSIS ENSAYADAS .-

Las variaciones registradas en la concentracidn de los re
ceptores nucleares uterinos tras la administracidn de las do
sis de 500, 10 y 1 ng Ezlkg.se han representado conjuntamen-
te en la Fig. 21 , con el fin de facilitar su estudio compa-
rativo.

Se observa como las tres dosis han sido efectivas en el =
sentido de producir aumentos en la concentracidn de los re--
ceptores nucleares sobre los valores de concentracién de los
controles, aprecizndose una clara relacidén directa entre el
tiempo que los receptores son retenidos en el niGcleo y la =
magnitud de la dosis ensayada; de modo que a mayor dosis se=
produce una mayor permanencia de la concentracién de Rn so--
brelos niveles control. Concretamente se da una dependencia=
lineal entre el logaritmo de la dosis y el tiempo de reten--
cién del receptor pof los nlicleos. Fig. 22(a). En este senti
do, para la dosis de 500 ng Bng. los niicleos presentan una
capacidad de captacidn de estradiol superior a la de los con
troles al menos durante 24 horas, frente a las 18 y 8 horas=
de duracidn del ciclo de los Rn para la dosis de 10 y 1 ng =
Ez/kg._respectivamente. (Fig. 21).

La duracién del ciclo de los receptores nucleares tras la
inyeccién de la dosis de 500 ng Ez/kg., es del orden de 1las
encontradas por otros autores con dosis muy superiores.

CLARK y PECK (1976) que estudiaron la evolucidn de los re
ceptores nucleares tras la administracién de diferentes do--
sis de estradiol en ratas preplberes, encontraron para dosis
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FIG. 21
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION
DE1 (4a), 10 (e) y 500 (o) ng DE ESTRADIOL POR KG. LOS RESULTADOS

'SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG DNA * D.E.
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Rn se produce un brusco descenso de las concentraciones que
se suaviza a partir de las seis horas siguientes, para alcan

zar lentamente los niveles del control, sobre las 24 horas =
como ya se indic6é anteriormente.

Otro hecho de destacar que tampoco ha sido observado por
ninguno de los autores consultados, es que los valores de ==
las miximas concentraciones de receptores nucleares detecta-
dos para cada una de las dosis ensayadas, no presentan dife-
rencias significativas entre ellas.

CLARK y PECK (1976), que en animales prepiiberes compararon
los efectos de las dosis de 2 y 50 pg Ezlkg. sobre la evolu-
cidn de los Rn, encontraron que los miximos de cencentracidn
que se alcanzaron simultdneamente a las tres horas en ambas=
dosis estdn en relacién directa con la dosis inyectada, mien
tras que su evolucidn se hace coincidente a partir de la ==
sexta hora post-inyeccidn.

En general, con las dosis hormalmente utilizadas y en ra-
tas prepiberes, los valores de concentracién de Rn en los ma
ximos son superiores a los aqui registrados. En animales ova
riectomizados no se han hecho trabajos de este tipo para po-
der establecer comparaciones con nuestros resultados. El ani
mal prepUber es un modelo experimental distinto, que junto =
con la gran diferencia entre las dosis empleadas no permite=
establecer relaciones definitivas entre los resultados que =
aqui se presentan y los descritos en la bibliografia consul-
tada.
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de 2 y 50 ug/kg. retencidén nuclear de receptores hasta las =
24 horas de la inyeccidn de estradiol en ambas dosis.

HAYES (1981), también en prepiberes y con una dosis de 20
ug Ez/kg. encuentra un aumento de los Rn durante 24 horas. =
En el mismo trabajo ensaya dosis relativamente bajas (10, 1
y 0.1 pg Ez/kg) pero solamente estudia su evolucidn hasta ==
las 6 horas, tiempo al que aln las concentraciones detecta--
das son superiores al control, y por tanto no puede apreciar
se la duracidén del ciclo.

En ratas ovariectomizadas de tres semanas DAVIES y COL. =
(1979), y en un trabajo orientado a investigar los efectos =
tamoxifén en comparacidén con el estradiol sobre la actividad
de las RNA polimerasa, obtiene una evolucién en la que man--
tienen durante 24 horas una concentracidén de Rn superior a =
la basal. Este tiempo de retencidn nuclear coincide con el
aqui obtenido para la dosis de 500 ng Ez/kg, cuatro veces me
nor que la administrada por los autores anteriormente cita--
dos.

De la comparacidén de las tres dindmicas observadas (Fig.
21), tambien se aprecia como la deteccién de los miximos de
concentracién de receptores nucleares, es tanto mas tardia =
cuanto mayor es la dosis que se ha administrado, registrando
se a unos tiempos que guardan relacidn directa con el loga--
ritmo de la dosis (Fig. 22(b). En la bibliografia consulta-
da, las midximas concentraciones de Rn se han detectado en ==
torno a las tres horas post-inyeccidn en trabajos realizados
en ratas prepﬁbefes (DAVIES, 1979, MESTER y BAULIEU, 1975; -
CLARK y PECK, 1976; HAYES y COL., 1981; MARKAVERICH y CLARK,
1979), y utilizando dosis mucho mayores (entre 1y 50 ug Ez/
kg). En ellos,tras alcanzarse el midximo de concentracidén de
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FIG. 22
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RELACIONES ENTRE LA DURACION DEL CICLO DE LOS RECEPTORES NUCLEA-
RES (a) Y EL TIEMPO AL QUE SE MIDEN SUS MAXIMAS DE CONCENTRACION
(b) CON EL LOGARITMO DE LA DOSIS INYECTADA.
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CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES
CITOSOLICOS Y NUCLEARES PARA CADA DOSIS ENSAYADA .-

En las representaciones grificas de las Figuras 23 , 24 |,
y _25 se ha recogido para cada una de las dosis ensayadas -
las evoluciones conjuntas de los receptores citos6licos y nu
cleares. Las concentraciones de Rc y Rn se hanexpresado como
porcentaje de variacidn respecto de sus controles.

En la Fig. 23 donde se representa el ciclo del receptor=
para la dosis de 500 ng Ez/kg., se observa como la deplecidn
inicial de los Rc va acompafiada de un aumento de los Rn,que
no llega a ser significativo respecto de su control. En la -
etapa correspondiente a la replecidén citosdlica hay un aumen
to paralelo de ambos tipos de receptores. Durante la fase de
sobretiro de los Rc se sigue observando acumulacidén de recep
tores en el nicleo, para, después de alcanzar ambos sus maxi
mos respectivos, regresar a los niveles control.

En la dosis de 10 ng E,/kg., Fig. 24 , y durante las pri-
meras horas en que la concentracién de Rc se mantiene ligera
mente inferior al control se produce un aumento significati-
vo de la concentracién de Rn. Aumento que continfia durante -
la fase de sobretiro de los receptores citosdlicos. Después=
de registrarse los miximos valores de concentracidén de ambos
receptores se produce el regreso a los niveles control, al -
igual que ocurre en la dosis de 500 ng de Ez/kg.

En la Fig. 25 donde se representa el movimiento de re--
ceptores producido por el estimulo de 1 ng Ez/kg., es de --
destacar el perfecto sincronismo de las evoluciones de los -
receptores citosdlicos y nucleares. Ambas concentraciones de
modo simultineo aumentan, alcanzan sus mdximos respectivos y
regresan a los valores control.
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Al comparar las Fig. 23 , 24 , y 25 se observa la rela--

cidén entre la evolucidén de los receptores citosbdlicos y nu--
cleares en cada dosis utilizada. En este sentido, la dosis -
minima de 1 ng Ez/kg. provoca una evolucién sincrénica de am
bos receptores. Con la dosis de 10 ng Ez/kg. se produce un -
desfase de las dinamicas Rc-Rn de modo que el aumento de Rn=
precede al sobretiro de los Rc. En la dosis de 500 ng Ez/kg.
el desfase es atm mds acusado, detectadndose actimulo de Rn du
rante las fases de replecién y sobretiro de Rc.

Por Gltimo destacar en este apartado un hecho que es co--
min a las tres dosis: el regreso simultdneo de Rc y Rn a los
niveles del control después de haber alcanzado sus valores -
de mdxima concentracidn. Esta observacidén y la coincidencia=
en las evoluciones de los receptores citosdlicos y nucleares
con la dosis de 1 ng Ez/kg. anteriormente comentada, no han
sido descritas.
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FIG. 23
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS ( o) Y NUCLEA-
RES (o) EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION DE 500 ng DE ESTRADIOL
POR KG. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIACION =
RESPECTO DEL CONTROL (217.2 * 10.9 fm/mg prot. & 283 - 11.3 fm/
mg DNA).
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FIG. 24
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS (e ) Y
NUCLEARES ( ©) EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION DE 10 ng/
Kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIA--
CION RESPECTO DEL CONTROL (217.2 = 10.9 fm/mg prot. &
283.0  11.3 fm/mg DNA).
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FIG. 25
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS (e ) Y
NUCLEARES (o) EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION DE 1 ng E,/
kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIACION
RESPECTO DEL CONTROL (217.2 ® 10.9 fm/mg prot. 5 283.0 -
11.3 fm/mg DNA).
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3.3.- RECEPTORES EN ADENCHIPOFISIS .-

3.3.1.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE ADENOHIPOFISIS --
TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL. -

Evoluci6n tras la administraci6n de 500 ng E,/Kg .-

Los datos se recogen en las Tablas 206A , 26B y estdn repre
sentados graficamente en la Fig. 26 .

La forma en que evolucioné la concentracidén de receptores
fué muy semejante a la observada para los {iteros con esta --
misma dosis. De este modo, a las dos horas de la inyeccidn -
de estradiol, la cantidad de receptores descendid bruscamen-
te desde 113,4 fm/mg prot., nivel control, hasta 24,9 fm/mg
prot., lo que representa una disminucién del 78% con una al
ta significatividad estadistica (p < 0.0005).

En las 8 horas siguientes se produjo la recuperacién de
la concentracidén de receptores en el citosol. A las 10 ho--
ras se alcanzd el nivel de los controles, superandose signi
ficativamente a partir de las 12 horas. A las 24 horas se -
registrd el mdximo valor de Rc con 147,5 fm/mg prot.(p< 0.005)

A partir de las 24 horas se observd el regreso a los ni-
veles basales, de forma que a las 42 horas el valor de ---
111,8 fm/mg prot. estaba en el rango de los controles.

Evolucidn tras la administraci6n de 10 ng de E,/Xg .-

Los datos correspondientes a esta dosis se recogen en la
Fig. 27_y en las Tablas 27A y 27B.
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En lo que respecta al comportamiento inicial, se presenta
una deplecidn del mismo orden de magnitud que la observada -
para la dosis de 500 ng/kg. El1 minimo es registrado a las --
0.5 horas con 22.4 fm/mg prot. (p< 0.001) significativo con
respecto al control.

La recuperacidn de la concentracidén de Rc culmina sobre -
las cinco horas, iniciandose el sobretiro que ya, a las 8 ho
ras, presenta un valor superior al control, y que alcanza el
maximo a las 12 horas con 189.4 fm/mg prot. (p< 0.0005).

El ciclo del receptor concluye con el regreso a los nive-
les de los controles en las seis horas siguientes. A las 18

horas siguientes se obtuvo una concentracién de 89.4 fm/mg
prot. (N.S.).

Evolucién tras la administracién de 1 ng E,/kg .-

Los resultados se recogen en las Tablas 27A y 27B y se re-
presenta en la Fig. 27 .

Esta dosis minima, al igual que ocurria en el Gtero, no --
fué capaz de provocar una deplecidn significativa en la con--
centracién de los receptores citosdlicos, en las primeras dos
horas. Cinco horas después de la inyeccidn que indujo la apa-
ricidn de concentraciones de receptor significativamente mé&s
altas que los controles (p< 0.05), alcanzandose en este tiem-
po el valor de 182,4 fm/mg prot. que representa un 60,8% de -
aumento. Este valor es del orden de los detectados a las 8 vy
12 horas en la dosis de 10 ng/kg, con los cuales no presenta=
diferencias significativas.

Siguiendo la misma pauta de comportamiento que en las do--
sis anteriores, la concentracidén de Rc después de alcanzar el
méximo regresd a los valores control finalizando el ciclo a -
las 8 horas de la administracidndel estradiol,con un valor de
97,6 fm/mg prot. (no significativo con el control).
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FIG. 26
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA ADMI-
NISTRACION DE 500 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG
PROTEINAS < D.E.



TABLA 26A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE

ADENCHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TTEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg prot. % Control
0.5 6 51.7 ° 45.6

1 6 28.6 - 25.2

2 9 24.9 * 22.0

3 6 28.1 ° 24.7

4 9 46.1 ° 40.6

12 12 134.5 = 118.6
24 18 147.5 * 130.1

30 6 127.9 % 112.8
42 12 111.8 £ 98.6
CONTROL 30 113.4 ° 100

138.-
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA-
RA LA DOSIS DE 500 ng E,/kg.

0.5 2 4 12 24 30
t 4.2 7.36 5.65 1.97 3.01 0.58
CONTROL
p < 0.001 0.001 0.001 0.05 0.005 N.S.
t 4.8 1.62 9.96 5.1 13.06
0.5
p < 0.01 N.S. 0.001 0.005 0.005
t 4.72 15.19 8.06 16.2
2
p < 0.005 0.001 0.001 0.001
t 13.3 6.73 17.5
4
p < 0.001 0.001 0.001
t 0.96 0.76
12
p < N.S. N.S.
t 1.04
24
p < . N.S.




TABLA 268

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE ADENCHI-

POFISIS PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
3 9 1.43 2 0.32 26.2
4 9 2.37 0.2 43.4
12 12 58.6 - 0.2 107.3

24 18 7.61 ¥ 0.5 139.4
30 6 5.67 £ 0.29 103.8

42 15 5.29 < 0.26 96.9

CONTROL 30 5.46 * 0.20 100

140. -
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO, OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA
RA LA DOSIS DE 500 ng E,/Kg.

3 4 12 24 30 42
t 8.9 7.3 1.06 3.16  0.41  0.46
CONTROL

p<  0.001 0.001 N.S.  0.005 N.S. N.S.
t 2.03 10.31 5,04  8.04  8.08

3
p < N.S. 0.001 0.001  0.05  0.001
t 1.03  4.33 9.8  6.97

4
p < 0.001 0.005  0.05  0.001
t 1.68  0.52  1.49

12
p < N.S.  N.S.  N.S.
t .29 2.42

24
p< N.S.  0.025
t 0.78

30

p< N.S.
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FIG. 27
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN ADENOHIPOFISIS TRAS
LA ADMINISTRACION DE 10 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN =
EN FEMTOMOLES/MG PROTEINAS - D.E.
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TABLA 27A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE
ADENCHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg prot. % Control
0.5 6 22.4 £ 0.03 19.7
2 6 29.8 < 0.81 28.6
5 6 11.7 £ 9.4 98.5
8 6 169.7 £ 0.6 149.7
12 15 189.4 % 17.9 167.1
18 6 89.4 ¥ 14.1 78.8

CONTROL 30 . 113.4 - 5.9 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA-
RA LA DOSIS DE 10 ng E,/kg.

0.5 2 S 8 12 18
t 6.2 5.7 0.11 3.84 4.64 1.48
CONTROL
p < 0.001 0.001 N.S. 0.005 0.001 N.S.
t 6.42 6.71 177.2 4.98 3.36
0.5
p < 0.025 0.025 0.001 0.005 0.05
t 6.13 98.6 4.76 2.99
2
p< 0.025 0.001 0.001 0.05
t 4.35 2.27 0.93
5
p< 0.025 N.S N.S.
t 0.59 4.03
8
p < N.S 0.05
t 2.8
12
P < 0.025
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TABLA 27B

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE ADENOHI-
POFISIS PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
0.5 6 1.16 % 0.002 21.2
2 6 1.64 % 0.063 30.1
5 6 5.33 % 0.45 97.6
8 6 8.58 * 0.52 157.1
12 15 9.6 = 1.3 175.8
18 6 4.02 % 0.33 73.6

CONTROL 30 5.46 *

]
o

.20 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO, OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA
RA LA DOSIS DE 10 ng E,/kg.

0.5 2 5 8 12 18

t 8.54 7.57 0.24 5.52 3.88 2.72

CONTROL
p< 0.001 0.001 N.S. 0.001 0.001 0.025
t 5.33 6.51 10.0 3.36 6.58
0.5
p < 0.025 0.025 0.01 0.01 0.025
t 5.7 9.3 3.17 4.93
2 .
p < 0.025 0.01 0.025 0.025
t 3.32 1.68 1.62
5
P < N.S N.S N.S
t 0.4 5.22
8
p < N.S. N.S
t 2.22
12
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FIG. 28
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN ADENOHIPOFISIS TRAS
LA ADMINISTRACION DE 1 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN
FEMTOMOLES/MG PROTEINAS + D.E.



TABLA28A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE

ADENCHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg prot. % Control
+
2 6 99.8 * 8.4 88.1
5 12 182.4 £ 4.9 160.8
8 6 97.6 = 1.6 86.1
16 6 70.3 * 6.1 62.1

CONTROL 30 113.4 T 5.9 100

148.-
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENCHIPOFISIS PARA
LAS DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

2 5 8 16
t 0.89 6.49 1.08 2.88
CONTROL

p < N.S. 0.001 N.S. 0.01

t 7.96 0.18 2.03
2

p < 0.001 N.S. N.S.

t 11.2 12.2
5

p < 0.001 0.001

t 3.1
8




TABLA 28B

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE ADENOHI-
POFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng E,/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas - N fm/mg Tejido % Control
+

2 6 5.14 = 0.43 94.1

5 9 9.4 T 0.26 172.2

3 6 5.02 * 0.08 91.9
16 6 3.64 = 0.32 66.7
CONTROL 30 5.46 - 0.20 100

150. -
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENCHIPOFISIS PA-

RA LAS DOSIS DE 1 ng EZ/Kg

2 5 8 16
t 0.59 9.03 0.87 3.45
CONTROL
p< N.S. 0.001 N.S. 0.005
t 6.95 0.19 1.98
2
p< 0.005 N.S. N.S.
t 10.4 10.7
5
p< 0.001 0.001
t 2.96
8
p< 0.05
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3.3.2.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE ADENOHIPOFISIS TRAS
LA ADMINISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL .-

Evolucidn tras la administracién de 500 ng E,/kg. .-

Esta dosis, Fig. 29 Tabla 29A, provoca en las cuatro pri-
meras horas postinyeccidén un aumento de los receptores nu---
cleares desde 413,8 fm/mg DNA (valor control) hasta una con-
centracién de 776,8 fm/mg DNA, significativa respecto al con
trol (p< 0,001).

En las horas siguientes se aprecia como su concentracidn=
va descendiendo gradualmente hasta alcanzar los niveles del
control (410,4 fm/mg DNA a las 24 horas), concentracidén que
se mantiene estabilizada hasta las 42 horas.

Evolucién tras la administracién de 10 ng E,/kg .-

Ante el estimulo de esta dosis Fig. 30 Tabla 30A los re--
ceptores nucleares aumentan su concentracién de modo similar
al presentado por la dosis mayor. A las cinco horas el valor
registrado de 782,3 fm/mg DNA es significativo respecto del
control (p < 0.001) e indiferenciable del valor obtenido a -
este tiempo para la dosis de 500 ng Ez/kg.

Después de alcanzado el miximo, la concentracidn nuclear=
de receptores desciende, de modo que el valor detectado a --
las 12 horas, 481,6 fm/mg DNA, no presenta diferencia signi-
ficativa con los controles.

Evolucion tras la administracion de 1 ng E,/kg .-

La administracién de esta dosis,Fig.31 Tabla 31A produje
a las cinco horas una concentracién de 656,1 fm/mg DNA  ---
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(p<0.001) respecto al control e inferior aunque no significa
tivo respecto a las detectadas a este tiempo para las dosis=
mayores. Transcurridas 16 horas de la inyeccifén, la concen--
tracidn de receptores nucleares se registrd al nivel de los=
controles con un valor de 44.3 fm/mg DNA (n.s.).
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FIG. 29
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA
ADMINISTRACION DE 500 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN =
FEMTOMOLES/MG DNA - D.E.
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TABLA 29A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE
ADENOHIPOFISTS PARA LA DOSIS DE 500 ng E,/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
2 12 663.6 = 28.2 160. 1
4 6 776.8 T 29.3 188.1

12 12 644.6 = 31.0 156.1

15 6 533.8 * 49.0 129.1

24 12 410.4 T 61.1 99.1

30 6 404 % 47.7 97.1

42 15 418.5 T 24.5 101.3

CONTROL 27 413.8 T 24.5 100




156

COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg DNA, OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENCHIPOFISIS PARA=
LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

2 4 12 15 24 30
t 5.57 6.11 5.03 1.91 0.06 0.16
CONTROL

p < 0.001 0.001 0.001 0.05 N.S N.S.

t 2.06 0.39 2.0 3.26 4.05
2

p < N.S. N.S. N.S. 0.01 0.01

t 2.23 3.01 3.36 4.7
4

p < 0.05 N.S. 0.025 0.025

t 1.61 2.96 3.55
12

p < N.S. 0.025 0.025

t 1.08 1.34
15

p < N.S N.S.

t 0.056
24

p < N.S.




TABLA 298

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE

ADENCHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 12 3.38 T 0.33 207.4

4 6 2.77 2 0.19 170.1
12 15 2.00 Z 0.77 122.2
24 12 2.21 1 0.35 135.6
30 6 2.18 £ 0.40 133.7
42 12 1.86 * 0.04 114.1
CONTROL 27 1.63 T 0.07 100

157.-



COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENOHIPOFISIS PA-
RA LAS DOSIS DE 500 ng E,/kg.

158.-

2 4 12 24 30 42
6.6 5.94 1.97 2.08  2.08  1.95
CONTROL
0.001 0.001 0.05 0.05 0.05  0.05
1.02  3.31 2.1 1.8 3.9
2
N.S.  0.01  0.05 N.S.  0.005
1.95  0.89  0.94  5.07
4
N.S. N.S. N.S.  0.005
0.48  0.38  0.55
12
N.S. N.S. N.S
0.04  0.86
24
N.S. N.S
0.91
30
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FIG. 30
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA
ADMINISTRACION DE 10 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN -
FEMTOMOLES/MG DNA - D.E.



160.-

TABLA 30A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg-

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
2 6  668.9 - 27.6 161.6
5 6  782.3 - 41.8 189.1
8 6  552.6 - 98.3 133.5
12 6  481.6 : 31.8 116.3

CONTROL 27 413.8 - 24.5 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENOHIPOFISIS PARA
LAS DOSIS DE 10 ng E,/kg.

2 5 8 12
4.3 5.99 2.34 1.13
CONTROL

0.001 0.001 0.025 N.S.
1.6 2.10 3.14

2
N.S. N.S. 0.05
3.24 4.05

5
0.05 0.05
1.19

8

N.S.




EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE

TABLA 30B

ADENCHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 10 ng E,/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 12 1.67 ~ 0.3 102.5
5 6 2.81 £ 0.15 172.4
8 6 1.98 £ 0.36 121.5
12 6 1.72 T 0.08 105.5
CONTROL 27 1.63 £ 0.07 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENOHIPOFISIS PA-

RA LAS DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

2 5 8 16
t 0.16 6.5 1.40 0.53
CONTROL
p< N.S 0.001 N.S. N.S.
t 2.12 0.51 0.09
2
p< N.S. N.S. N.S.
t 1.5 4.59
5
p< N.S. 0.005
t 0.49
8
p< N.S.
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FIG. 31
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN ADENOHIPOFISIS TRAS

LA ADMINISTRACION DE 1 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN
EN FEMTOMOLES/MG DNA - D.E.



EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE

TABLA 31A

ADENCHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
2 3 407.3 < 30.2 98.4
5 6 656.1 = 9.4 158.6
8 6 581.3 - 22.0 140.5

16 3 445.5 T 24.3 107.1

CONTROL 27 413.8 ~ 24.3 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEO DE ADENCHIPOFISIS PARA --

LAS DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

2 5 8 16
t 0.11 4.2 2.91 .54
CONTROL
p < N.S. 0.005 0.01 .S.
t 7.53 5.78 .98
2
p < 0.01 0.025 .S.
t 5.47 .6
5
p < 0.025 .01
t .54
8

.025




TABLA 31B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng E,/kg.

|
|

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 6 2.29 - 0.07 140.1

5 6 3.54 - 0.79 217 .1
16 6 1.77 - 0.28 108.1
CONTROL 27 1.63 £ 0.07 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENCHIPOFISIS PA-
RA LA DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

2 5 16
t 3.93 4.30 0.64
CONTROL
P < 0.005 0.005 N.S.
t 1.1 1.29
2
P« N.S. N.S.
t 1.49

p < N.S.
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3.3.3.- EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES DE ESTRADIOL EN ADENO-

HIPOFISIS .-

CONSIDERACION SOBRE LA EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLI-

COS _EN LAS TRES DOSIS ENSAYADAS .-

La Fignéz_, donde se han representado las dindmicas de -
la poblacién de receptores para las tres dosis ensayadas, -
nos permmite hacer un anilisis comparativo de los respecti--
vos ciclos del receptor en cada situacidén experimental.

Las dos dosis mayores (500 y 10 ng/kg)producen una deple
cién inicial del mismo orden de magnitud (78% y 80% del con
trol) frente a la ausencia de ésta en la dosis de un ng/kg.

CIDLOWSKI y MULDOON (1974) en ratas ovariectomizadas al
ensayar varias dosis de 40, 20 y 4 ug Ez/kg, encuentran pa-
ra todas ellas una hora después de administrar la hormona,-
unos valores para la concentracidén de Rc del orden del 94%,
70% y 50% respecto del control, datos que parecen indicar -
que la intensidad de la deplecién citosélica guarda una re-
lacibén directa con la dosis ensayada.

Esta relacién se manifiesta también en los resultados de
MORRIS (1976) que, para una dosis de 4 y 20 ug Ez/kg encuen
tra unas depleciones del 70% y 80% respectivamente. Intensi
dades similares de deplecién han sido descritas también por
SPONA 7y COL. (1980a)(1980b)en citosol de adenohip6fisis de -
ratas avariectomizadas y adrenalectomizadas para una dosis=
de 40 pg Ez/kg, y por MENON Y GUNAGA (1976), 9 horas des---
pués de implantar capsula silastic que producen una concen-
tracidn plasmitica de estradiol de 90 pg/ml.
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FIG. 32
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA
ADMINISTRACION DE 1 (4), 10 () y 500 (o) ng E,/Kg. LOS RESULTA
DOS SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG PROT * D.E.
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Las dosis utilizadas en este trabajo de 0,5, 0,01 y 0,001
Pg/kg, son muy inferiores a las empleadas normalmente, lo -
que no nos permite hacer comparaciones directas, pero si --
hay que resaltar que las dosis mayores aqui estudiadas han=
producido depleciones del orden de 75% y 70%, y por lo tan-
to han sido tan efectivas en lo que a la deplecidén se refie
re como las empleadas por los autores anterioremente cita--
dos.

En lo que respecta a la recuperacién citosélica, al ---
igual que se vid en (itero, y como se presentari posterior--
mente en hipotidlamo, se observa que es mids lenta cuanto ma-
yor es la dosis administrada. En la Fig.33(b)se pone de ma-
nifiesto que el tiempo al que se alcanza el nivel de los --
controles guarda relacién lineal con el logaritmo de la do
sis.

Esta observacién estd de acuerdo esencialmente con 1lo --
descrito en la escasa bibliografia existente sobre este as-
pecto, en la que, para dosis mayores que las aqui utiliza--
das, los tiempos de recuperacién son mucho mis largos que -
los encontrados en este trabajo. En esta linea, en el traba
jo de CIDLOWSKI y MULDOON (1977) a las 15 horas post-inyec-
cién aGn no se ha culminado la recuperacidén citosdlica,y en
el de SPONA y COL. (1980a)la concentracién de los controles
no se alcanza hasta las 20-30 horas de la administracidn de
la hormona.

Tras la fase de recuperacién, la denominada de sobretiro.
en la que se produce la acumulacién de receptores en el ci-
tosol por encima de los valores control, se observa en las=
tres dosis. Es durante esta fase cuando se registran los mid
ximos valores de Rc, y es de destacar que los tiempos a los
que se miden estos miximos, estan en relacién directa con -

el logaritmo de la dosis correspondiente. Fig. 33(a).



FIG. 33
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RELACIONES ENTRE LOS TIEMPOS A LOS QUE SE ALCANZA LA MAXIMA
CONCENTRACION DE Rc (a) Y LOS TIEMPOS A QUE COMIENZA EL SO-
BRETTIRO (b) CON EL LOGARITMO DE LA DOSIS ADMINISTRADA. J-
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FIG. 33
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RELACIONES ENTRE LOS TIEMPOS A LOS QUE SE ALCANZA LA MAXIMA
CONCENTRACION DE Rc (a) Y LOS TIEMPOS A QUE COMIENZA EL SO-
BRETIRO (b) CON EL LOGARITMO DE LA DOSIS ADMINISTRADA.



FIC. _34
Horas
(a)
30 < —
20 A
10 4
0- [:l T -T
0 1 2 3 log. dosis
Horas (b)
20 - =
15 -
10 4
5 4
0 - =T Y T
0 1 2 3 log. dosis

RELACIONES ENTRE LA DURACION DEL CICLO DE LOS RECEPTORES CITOSO-
LICOS (a).Y DEL SOBRETIRO (b) CON EL LOGARITMO DE LA DOSIS ADMI-
NISTRADA.
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Esta fase de sobretiro no la registra SPONA (1981), que
hace medidas puntuales a las 30, 50 y 75 horas post-inyec--
cidén. Es probable que el sobretiro se manifestara entre los
intervalos de tiempo indicados, ya que son mis largos que -

los considerados en este trabajo.

El ciclo, para las tres dosis estudiadas, finaliza con
el retorno de la poblacidén de receptores a los valores del=
control, destacando de nuevo la relacién directa que se ob-
serva entre la duracidén del ciclo y el logaritmo de la do--
sis. Fig.34(a).

CONSIDERACION SOBRE LA EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEA--
RES EN LAS TRES DOSIS ENSAYADAS .-

Las dindmicas de los Rn adenohipofisarios ante los dife
rentes estimulos de estradiol, presentan una evolucidén muy
similar en lo que respecta al aumento inicial de la concen-
tracidén de receptores que culmina en un miximo registrado -
a las 5 horas de la inyeccidn para las tres dosis utiliza--
das, Figs.29, 30 y 31

El incremento inicial en el contenido de receptores nu-
cleares observados en este trabajo, es similar a los obteni
do por otros autores (ANDERSON, 1973 y SPONA, 1980a,1980b)en
el sentido de registrarse un aumento significativo en las -
primeras horas tras la inyeccidn, seguido por un regreso --
mis lento a los niveles control.

En cuanto a los miximos niveles de Rn, hay que sefialar=
que si bien los valores presentados por los autores ante---
riommente citados son superiores a los aqui obtenidos, hay=

que tener presente que las dosis por ellos utilizadas son -
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del orden de 20 a 1000 veces superiores a las ensayadas en -

este trabajo.

En lo que respecta a la duracién del ciclo de los Rn,se -
observa que es mads largo para la dosis mayor, con una dura--
cién de 24 horas que en las dosis de 10 y 1 ng Ez/kg.que fué
de 16 y 12 horas respectivamente.

Al comparar estos resultados con los obtenidos por otros=
autores, encontramos que con dosis mayorés como la de 40 pg/
kg utilizada por SPONA,(1980a)(1980b)en ratas ovariectomiza-
das y adrenalectomizadas, el regreso a los niveles control -
ocurre sobre las 20 horas después de la inyeccidn, tiempo --

- del orden delaqui encontrado para la dosis de 500 ng Ez/kg.

CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTO--
RES CITOSOLICOS Y NUCLEARES PARA CADA DOSIS ENSAYADA .-

Con la finalidad de analizar las variaciones de las con--
centraciones de receptores citosdlicos y nucleares conjunta-
mente, se eligid esta forma de expresidén porcentual de los -
resultados, que se han representado en la Fig.35 , 36 , y 37.

De su estudio comparativo, se pone de manifiesto una evo-
lucidn en la relacidn Rc-Rn entre las tres dosis ensayadas.-

Comparando las Figuras 35 y 37 correspondientes a las do--

sis de 500 y 1 ng/kg como situaciones extremas, destaca en=
primer lugar que en las primeras horas tras la inyeccién de
500 ng Ez/kg, la deplecidn de los Rc va acompafiada por un au
mento significativo de los Rn. La posterior recuperacidén de
la capacidad de captacidn citosdlica tiene lugar cuando los=
niveles de Rn comienzan a descender. Este tipo de relacidn -
""especular' entre la concentracién de Rc y Rn que se observa
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para la dosis de 500 ng/kg, coincide parcialmente con los re
sultados encontrados por SPONA (1980) en lo que a Rc se re-
fiere expresados en % del control, si bien los niveles de --
captacidn nuclear a las primeras horas post-inyeccidén son su
periores, efecto que se justifica probablemente por la magni
tud de la dosis empleada (40 ng/kg.).

Frente a esta situacién, la dindmica que origina la  ad-
ministracién de 1la dosis de 1 ng/kg, se caracteriza por la
ausencia de deplecidn de los Rc y por el aumento significati
vo de los Rn en las primeras dos horas post-inyeccidén.En una
segunda fase se produce el aumento de Rc simultineo con una=
continuacién del aumento de Rn. Finalmente, tras alcanzar --
conjuntamente sus miximos valores, Rc y Rn regresan simulta-
neamente a los niveles del control.

De la relacién Rc-Rn que se encuentra para la dosis de 1
ng/kg. no se ha encontrado ningin precedente bibliogriafico -
que detecte estos aumentos y disminuciones simultineos de --
los receptores citosdlicos y nucleares.

Ante estas dos situaciones limites claramente diferencia-
das, la que se obtiene por el efecto de la dosis de 10 ng/kg
encaja como una dinadmica de transicidén entre ambas. En las -
primeras dos o tres horas se aprecia el mismo comportamiento
Rc-Rn que en la dosis de 500 ng/kg., es decir, una fuerte de
plecidén citosdlica acompafiada de un aumento significativo de
la capacidad de captacidn nuclear. En las dos horas siguien-
tes se presenta un aumento paralelo de los receptores citosd
licos y nucleares como lo observado en la dosis de 1 ng/kg.
Por G1timo, a partir de la quinta hora cuando los Rc han cul
minado su repleci6én y los Rn alcanzado su maximo, la rela---
cidén Rc-Rn que presenta esta dosis intermedia se asemeja a -
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la de 500 ng/kg. en cuanto que aumentan los Rc cuando los Rn
disminuyen, y a la de 1 ng/kg. por presentar la finalizacidn
del ciclo con un descenso simultidneo y paralelo de los recep

tores citosdlicos y nucleares.
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FIG. 35
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS ( ) Y NUCLEARES (o) EN
ADENOHIPOFISTS TRAS LA ADMINISTRACION DE 500 ng E,/kg. 10S RESULTADOS SE
EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIACION RESPECTO DEL VALOR CONTROL (113.4 © 5.9

fm/mg Prot. o 413.8 % 24.3 fm/mg DNA).
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FIG. 36
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS (e ) Y NUCLEA-
RES EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA ADMINISTRACION DE 10 ng E,/kg.LOS
RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIACION RESPECTO DEL
VALOR CONTROL (113.4 ® 5.9 fm/mg Prot. o 413.8 - 24.3 fm/mg DNA)
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FIG. 37
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS () Y NUCLEA-
RES ( °) EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA ADMINISTRACION DE 1 ng E,/kg.
LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIACION RESPECTO
DEL VALOR CONTROL (113.4 = 5.9 fm/mg Prot. o 413.8 > 24.3 fm/mg
DNA) .
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3.4.- RECEPTORES EN HIPOTALAMO .-

3.4.1.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE HIPOTALAMO TRAS LA
ADMINISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL .-

Evoluci6n tras la administracidén de 500 ng E,/kg .-

En las primeras horas que siguen a la administracidn de es
tradiol, y del mismo modo que en Gtero y adenohipdfisis, se =
observa una ridpida deplecién de los receptores citosblicos ==
que alcanzan el valor de 2.45 fm/mg Prot.(el 70% de disminu--
cién) a las dos horas de la inyeccién de la hormona frente a
los 8.4 fm/mg Prot.del control (p< 0.005). Fig. 38 .

A partir de la tercera hora empieza a hacerse patente la =
recuperacién de los Rc que culmina a las doce horas con 8.03
fm/mg Prot., para mantenerse a este nivel de los controles --
hasta por lo menos las treinta horas.

Evolucién tras la dosis de 10 ng E,/kg .-

La concentracién de Rc disminuye por la administracidén de
esta dosis, registrandose el minimo a las dos horas con 4.28
fm/mg Prot. valor que representa un 50% de disminucién respec
to del control (p< 0.025). Fig. 39 .

La recuperacidén citosdlica que se produce a partir de es
te tiempo, es mds rapida que en la dosis anterior, de forma =
que a las cinco horas postinyeccidén se detectd la mdxima con-
centracidén de receptores con 10,53 fm/mg Prot.(n.s. respecto=
del control). A las ocho horas la concentracién disminuye a =
9,67 fm/mg Prot. y a las doce horas llega a ser inferior al =
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control (7,86 fm/mg Prot.) aunque no es significativo.

Evolucidn tras la administracidn de la dosis de 1 ng E,/kg .-

Esta dosis no produjo variaciones significativas en la con
centracién de receptores citosdlicos hipotaldmicos, Fig. 40 ,
si bien los valores obtenidos de 10.07, 10.55 y 9.38 fm/mg ==
Prot. a las dos, cinco y ocho horas respectivamente tienden a
mostrar una dindmica en la que de modo semejante a las encon-
tradas en Gtero y adenohipbéfisis para esta dosis, se superan=
los niveles del control tras la inyeccién sin haberse detecta

do previamente deplecidn citosélica.
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FIG. 38

fm/mg Prot.
12 -

10

T T T T 1 /o
5 10 15 20 25 30 82

Horas

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN HIPOTALAMD TRAS LA ADMINISTRACION
DE 500 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMIOMOLES/mg PROTEINAS * D.E.
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EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN

CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARTACION
Hora; N fmol/mg prot. % Control
1 4 3.25 - 0.29 38.3

2 8 2.49 - 0.48 29.6

3 4 2.64 - 0.23 31 ;5

7 4 4.06 < 0.45 48.3
12 8 8.03 - 0.47 95.6

24 12 8.44 - 1.04 100.5

30 4 8.13 - 0.87 96.8
CONTROL 32 8.40 - 0.59 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA
DOSIS DE 500 ng E,/kg.

t 3.87 4.38 3.22 0.27 0.03 0.19

CONTROL
p°< 0.005 0.005 0.01 N.S. N.S. N.S.
t 0.96 1.07 6.15 3.1 3.76
1
p< N.S. N.S. 0.025 0.05 0.05
t 1.68 . 5.84 3.46 4.01
2
p< N.S. 0.025 0.025 0.025
t 4.32 2.56 2.93
7
p < 0.025 0.05 0.05
t 0.24 0.07
12
p < N.S. N.S
t 0.16
24
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TABLA 38B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 8 0.055 % 0.015 32.9
7 4 0.086 = 0.007 51.5

12 8 0.148 ¥ 0.005 88.6

24 8 0.200 % 0.11 119.8

30 4 0.151 % 0.02 90.4

42 4 0.165 % 0.005 98.8

CONTROL 28 0.167 - 0.015 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO, OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA =
LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

t 3.37 2.5 0.59 0.46 0.48 0.06

CONTROL
p< 0.01 0.025 N.S. N.S. N.S. N.S.
t 1.39 4.38 0.56 3.39 5.19
2
P < N.S. 0.025 N.S. 0.05 0.025
t 5.12 0.75 2.92 6.56
7
P < 0.025 N.S. 0.05 0.025
t 0.35 0.14 1.7
12
p < N.S. N.S. N.S.
t 0.32 0.23
24
P < N.S. N.S.
t 0.66
30
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN HIPOTALAMO TRAS

LA ADMINISTRACION DE 10 ng Ez/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRE-
SAN EN FEMTOMOLES/mg PROTEINAS I D.E.
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TABLA 39

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez_kg.

TIEMPO RECEPTORES VARTACION
Horas N fmol/mg prot. % Control
1 4 5.66 = 0.64 67.4
2 4 4.28 0.5 50.9
4 8 7.21 £ 1.38 85.8
5 4 10.53 ¥ 0.63 125.4
8 4 9.67 ¥ 0.72 115.1
12 8 7.86 % 0.71 93.6

CONTROL 32 8.40

1
()

.59 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA
DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

1 2 4 5 8 12
t 2 3.05  0.77 1.56 0.92 0.39
CONTROL

p< 0.05 0.01 N.S. N.S. N.S. N.S.

t 1.20 0.72 3.84 2.94 1.63
1

p < N.S. N.S. 0.05 0.05 N.S.

t 1.41 5.48 4.33 2.92
2 .

p< N.S. 0.025 0.025 0.05

t 1,55 1.11 0.29
4

p < N.S. N.S. N.S.

t 0.63 1.99
5

p < N.S. N.S.

t 1.26
8
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TABLA 398

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 4 0.099 % 0.05 59.2
4 8 0.166 % 0.031 99.4
5 4 0.246 % 0.061 - 147.3
8 4 0.174 £ 0.06 104.2
12 8 0.178  0.13 106.6

'Vt

CONTROL 28 0.167 - 0.015 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS COMPARACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA
LAS DOSIS DE 10 ng E,/kg.

2 4 5 8 12
t 1.54  0.027 1.62 0.144  0.13
CONTROL
p< N.S. N.S. N.S. N.S. NS,
t 0.81  1.32  0.68  0.402
2
p< N.S.  N.S. N.S.  N.S.
| t 0.83  0.08  0.06
4
p < N.S.  N.S.  N.S.
t 0.59  0.34
5
p < N.S. N.S
t 0.019
8

p < N.S.
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN HIPOTALAMO TRAS LA

ADMINISTRACION DE 1 ng EZ/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN =

FEMIOMOLES/mg PROTEINAS  D.E.
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TABLA 40A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN
CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg prot. % Control
2 12 10.07 T 0.02 119.9
5 8 10.55 < 0.46 125.6
8 8 9.38 1 0.56 111.7
CONTROL 32 8.40 T 0.59 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm /mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA --
LAS DOSIS DE 1 ng E,/kg.

2 5 8
t 1.57 1.60 0.72
CONTROL

p< N.S. N.S. N.S.
t 0.98 1.17

2
p< N.S. N.S.
t 1.14

5
p< N.S.




EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENO EN

CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

TABLA 40B

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 12 0.239 < 0.023 143.1
5 8 0.250 - 0.007 149.7
8 8 0.243 T 0.023 145.5
CONTROL 28 0.167 £ 0.015 100

196. -



197.-

COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA --

LAS DOSIS DE 1 ng E,/kg.

2 5 8
t  2.35 2.57 2.18
CONTROL  p<  0.025 0.025 0.05
. 0.30 0.09
2 b, N.S. N.S.
t 0.21
> 2 N.S.
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3.4.2.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES HIPOTALAMICOS TRAS LA AD-
MINISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL .-

Como ya se indic6 en Material y Métodos (3.1.3.), en el ensa
yo de los receptores nucleares hubo de hacerse pool de al menos
cuatro hipotidlamos para conseguir una medida aceptable de la --
concentracién de receptores. Esto lleva aparejada una alta cap-
tacién inespecifica diffcil de eliminar mediante los lavados, y
que con frecuencia enmascaran la captacién especifica invalidan
do parte de los ensayos. Por esta razbn, y dado que cada experi
mento con seis u ocho animales s6lo nos permite hacer una 6 dos
determinaciones de receptores para esta fraccién, y por tanto =
disponer de un nimero bajo de datos, es por lo que presentamos=
este apartado con ciertas reservas. No obstante hemos creido ==
oportuno incluir los resultados obtenidos con las dosis mayores
por estar en concordancia con los presentados por otros autores.
ANDERSON (1973), ROY y McEWEN (1979), LIEBERBURG y col. (1981),
WHITE y LIM (1978) y KELNER y col. (1980).

Evolucidn tras la administracidn de la dosis de 500 ng Ez/kg .-

En la Fig. 41 se representan los valores obtenidos que a su
vez se recogen en la Tabla 41A . Se puede apreciar como la --
concentracién de Rn aumenta significativamente a las dos horas=
con un valor de 1910 fm/mg DNA (p< 0.01 respecto del control),=
concentracién que se repite a las cuatro horas en las que se mi
di6é una concentracién de 1909.7 fm/mg DNA. Después de este tiem
po, la concentracidén de Rn decrece de modo que a las catorce ho
ras y hasta las cuarenta y dos horas se contabilizaron unos va-
lores de 998.6 y 967.6 fm/mg DNA (n.s.respecto del control).

Evolucién tras la administracién de la dosis de 10 ng E,/kg .-

Los resultados expuestos en la Tabla 42Ay representados en=
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la Fig.42 muestran una aumento en la concentracién de Rn tras
la inyeccidn que alcanza su valor miximo a las ocho horas con
1651 fm/mg DNA (p< 0.01 respecto del control), y un regreso a
los niveles basales a las doce horas con 815 fm/mg DNA (n.s. -
respecto del control).
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN HIPOTALAMO TRAS LA ADMINIS-
TRACION DE 500 ng Ez/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG

DNA  D.E.
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TABLA 41A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE
HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARTACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
2 8 1910 < 210.1 23.8
4 8 1909.7 * 181.4 23.8
10 8 1705 % 187.6 212.5
14 8 998.6 95 124.5
18 8 1073 T 161 133.7
30 8 1019 I 122.3 127.1
42 8 967.6 > 102.6 120.6

CONTROL 12 802.2 - 28.6 100




COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg DNA, OBTENIDAS EN NUCLEOS DE HIPOTALAMO PARA LA =

DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

202.-

2 4 10 14 18 42
t 4.9 5.63 4.45 1.09 1.51 1.41
CONTROL

p < 0.01 0.01 0.025 N.S. N.S. N.S.
t 0.0007 0.5 2.41 2.23 2.85

2
p < N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
t 0.55 2.63 2.44 3.19

4
p < N.S. N.S. N.S. 0.05
t 2.00 1.81 2.44

10
P < N.S. N.S. N.S.
t 0.22 0.11

14
p < N.S. N.S.
t 0.39

18
P< N.S.
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TABLA 41B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE

HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 500 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARTACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
2 8 0.77 £ 0.09 187.8
4 8 0.8 ¥ o0.08 217.1

10 8 0.77  0.09 187.8

18 8 0.61 < 0.06 148.8

30 8 0.44 T 0.05 107.3

CONTROL 12 0.41 T 0.02 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DOS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE HIPOTALAMO PARA LAS

DOSIS DE 500 ng E,/kg.

2 4 10 18 30
t 3.6 5.32 1.77 2.96 0.49
CONTROL

D < 0.025 0.01 N.S. 0.05 N.S.

t 0.70 0.0 1.06 2.27
2

p < N.S. N.S. N.S. N.S.

t 0.41 2.02 3.38
4

P < N.S. N.S. 0.05

t 0.57 1.18
10

p < N.S. N.S.

t 1.60
18

p < N.S.
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FIG. _42

2000 - fm/mg DNA

500 4

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN HIPOTALAMO TRAS LA
ADMINISTRACION DE 10 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN
EN FEMIOMOLES/MG DNA - D.E.
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TABLA 424

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE
HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control
0.5 8 1035 T 82.8 129
2 8 1090 < 131 136
8 8 1651 T 149 206
12 12 815.4 T 34.9 105

CONTROL 12 802.2

28.6 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA-
DAS EN fm/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLECS DE HIPOTALAMO PARA LAS -

DOSIS DE 10 ng E,/kg.

0.5 2 8 12
t 2.37 1.98 5.21 0.74
CONTROL

p< 0.05 N.S. 0.01 N.S.

t 0.25 2.56 1.49
0.5

p< N.S. N.S.

t 2.00 1.28

2

p< N.S. N.S.

t 3.73
8

p< 0.05




TABLA 42B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE

HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 10 ng Ez/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejido % Control
0.5 6 0.6 < 0.072 146.3
8 8 0.68 = 0.064 165.8
12 8 0.33 < 0.046 80.5

CONTROL 12 0.41 ¥ 0.02 100

208.-
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3.4.3.- EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES DE ESTRADIOL EN HIPOTALAMO.-

CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLI-
COS EN LAS TRES DOSIS ENSAYADAS .-

Al comparar las evoluciones de los receptores citosdlicos =
de hipotdlamo ante los estimulos de las diferentes dosis de es
tradiol, Fig. 43, destacan las depleciones que originan las do.
sis mayores, 500 y 10 ng Ez/kg., frente a su ausencia en la do
sis de 1 ng Ez/kg., hecho este que también se observd en teji-

do uterino y adenohipofisario

A las dos horas postinyeccidén, la disminucién en la concen-
tracidn de Rc fué del 70% para la dosis de 500 ng/kg. y del ==
50% para la de 10 ng/kg. La deplecidén que produjo la dosis ma-
yor es del orden de la encontrada por CIDLOWSKI y MULDOON(1974)
en ratas ovariectomizadas para dosis de 4 y 20 pg/kg., y mayor
que las obtenidas por LIEBERBRUG (1980) en ratas ovariectomiza
das y adrenalectomizadas con una dosis de 2.7 pg/kg. MORRIS ==
(1976) obtuvo un 50% de deplecién para una dosis de 4 pg/kg.,=
del orden de la aqui obtenida para la dosis de 10 ng/kg.

La posterior recuperacién de la concentracién de Rc que se=
presenta después de las dos horas, hemos observado que es mis=
lenta para la dosis de 500 ng/kg. que para la de 10 ng/kg, in-
virtiendose doce horas en recuperar la concentracién del con--
trol en la dosis de 500 ng /kg., frente a las cinco horas que =
emplea la de 10 ng/kg. Esta relacién inversa entre dosis y --
tiempo de recuperacidn citosdlica ha sido observada también ==
por CIDLOWKI (1974), aunque al tiempo médximo por ellos estudia
do (15 horas), aim la concentracién de receptores es inferior=
a la de los controles. MORRIS (1976) y LIEBERBURG (1980) para=
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FIG. 43
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN HIPOTALAMO TRAS LA ADMINISTRA-
CION.DE 1 (4), 10 () ¥ 500 (o) ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN
EN FEMIOMOLES/MG PROTEINAS * D.E.
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las dosis anteriormente citadas coinciden en que la recupera-
cién citosdlica culmina a las 24 horas postinyeccidn, maximo=
tiempo por ellos estudiado.

Ninguna de las tres dosis ensayadas en este trabajo produ-
jo aumentos significativos de la concentracidén de receptores=
sobre los niveles control. Esta etapa de sobretiro tampoco ha
sido detectada por ninguno de los autores anteriormente cita-
dos, aunque en estos casos, la ausencia de sobretiro pudiera=
ser debida al retraso en la recuperacidn citosdlica como con-
secuencia de la magnitud de la dosis utilizada (4 pg/kg por =
CIDLOWSKI, 1974 ; 2.7 pg/kg por LIEBERBURG, 1980 y 4 pg kg ==
por MORRIS, 1976).

CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEA--
RES PARA IAS TRES DOSIS ENSAYADAS .-

El modo en que evoluciona la concentracién de los recepto-
res nucleares tras la administracién de la dosis de 500 ng/kg
es similar al obtenido por otros autores que detectan el maxi
mo valor de concentracién de Rn a las primeras horas de la in
yeccién de la hormona, y un posterior retorno a los niveles =
del control.

ROY y McEWEN (1979) y KELNER y GORSKY (1980) en ratas ova-
riectomizadas, y utilizando ambos la misma dosis de 20 pg/kg,
detectanel médximo valor una hora después de administrar el es
tradiol, y si bien, los valores absolutos de la concentracidn
de Rn difieren al trabajar los primeros con receptores extrai
dos con KC1 y los segundos con cromatina cruda, obtienen am--
bos el mismo orden de variacién respecto de los controles: ==

1150% y 1500% respectivamente.
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Estos aumentos relativos de la concentracidén de Rn son ma-
yores que los obtenidos en este trabajo para la dosis de 500
ng/kg a las dos horas postinyeccidén (237%), aunque hay qﬁ ==
destacar que la dosis que aquise ha utilizado es 40 veces me-

nor.

En cuanto al tiempo que la concentracién de Rn permanece =
superior a la de los controles, los autores antes citados en-
cuentran que la retencidén de los receptores por el nicleo se
prolonga durante 10-12 horas. En nuestros resultados, es tam-
bien a este tiempo cuando se observa el regreso de la concen-
tracién de Rn a los niveles control.

En ratas prepiberes (ANDERSON y PECK, 1974) y en intactas=
(WHITE y LIM, 1978), la retencién de receptores en el niicleo=
es menor, 6 y 4.5 horas respectivamente, para dosis también =
mayores que las aqui ensayadas.

CONSIDERACIONES SOBRE LA EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES
CITOSOLICOS Y NUCLEARES PARA CADA DOSIS ENSAYADA .-

Los valores de la concentracién de receptores citosdlicos=
y nucleares para las dosis de 500 y 10 ng/kg, expresados en =
porcentaje de variacidn respecto del control, se han represen
tado en las Fig. 44 y 45.

Las evoluciones temporales de la concentracidén de los re--
ceptores citosdlicos y nucleares para la dosis de 500 ng/kg,=
es de tipo especular como la encontrada en adenohipdfisis pa-
ra esta misma dosis, esto es, aumento de los Rn cuando se pro
duce la deplecidn de los Rc y la posterior disminucién de los
Rn simultinea con la recuperacién de la concentracién de los=
Rc, hasta alcanzar ambos los niveles del control en el que se
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mantienen estabilizados. )

La evolucién Rc-Rn que se presenta para la dosis de 10 ng/
kg, Fig. 45 es semejante a la observada para la dosis mayor -
en las dos primeras horas postinyeccifn, produciendose el au-
mento de los Rn mientras se observa disminucién de los Rc. --
Posteriormente, después que los receptores citosolicos han co-
menzado la recuperaci6n, sigue aumentando el contenido de re-
ceptores nuclearesﬂﬁientras dura la replecidén citosdélica.

La falta de datos puntuales de la concentracién de Rn en--
tre las dos y ocho horas para la dosis de 10 ng/kg, no nos ==
permite establecer comparaciones entre ambas evoluciones du-=
rante este tiempo, pero lo que si se manifiesta coincidiendo=
con lo observado en todos los tejidos estudiados y para las =

tres dosis ensayadas, es el regreso simultaneo a los niveles=
control de la concentracidén de ambos receptores.

Las interrelaciones Rc-Rn difieren segimn sea la dosis admi
nistrada, y aunque no existe ningimn trabajo previo que en es-
te tejido analice conjuntamente las variaciones de ambos ti--
pos de receptores en funcién de la dosis, encontramos dentro=
del conjunto de los resultados aqui presentados, que las va--
riaciones de la concentracién de receptores en hipotdlamo ==
guarda gran similitud con las que se obtuvieron para adenohi-
pdfisis y {itero con la dosis de 10 ng/kg.

Las variaciones en el contenido de Rn tras la administra--
cién de estradiol no siempre son un reflejo de la dindmica de
los Rc, en el sentido de que los aumentos de Rn sean debidos=

"unicamente a disminuciones de Rc y viceversa, dandose situa--

ciones en las que se producen aumentos y disminuciones simul-
taneas de ambos tipos de receptores, hecho este del que se ==
tratard en la discusidn.
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FIG. 44
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS (o) Y NUCLEARES
( o) EN HIPOTALAMO TRAS LA ADMINISTRACION DE 500 ng Ez/kg. LOS RE

SULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIACION RESPECTO DEL VA--
LOR CONTROL (8.4 > 0.59 fm/mg Prot. o 802.2 - 28.6 fm/mg DNA).
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FIG. 45
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS (e ) Y NUCLEA
RES ( o) EN HIPOTALAMO TRAS LA ADMINISTRACION DE 10 ng E,/kg.
LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIACION RESPECTO
DEL VALOR CONTROL (8.4 * 0.59 fm/mg Prot. o 802.2 - 28.6 fm/mg
DNA) .
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3.5.- CAPTACION "IN VIVO'" DE ESTRADIOL POR SUS TEJIDOS DIANA .-

Los resultados que a continuacidén se describen corresponden a expe
rimentos realizados inyectando 500 ng de 3H-Estradiol por kg. a ratas
en las mismas condiciones experimentales que usando estradiol frio. =
Se estudid la fijacién qué se produce en citosol y nicleos de ftero,=
adenohip6fisis e hipotdlamo entre 0.5 y 12 horas después de la inyec-
cién. .

El objetivo perseguido con este experimento fué el de tratar de di
lucidar las relaciones existentes entre el estradiol inyectado y la =
dindmica intracelular de los receptores. Este planteamiento surgid de
los resultados descritos en las secciones precedentes, en las que 1la
acumilacidén de receptores nucleares en Gtero con la dosis de 500 ng =
Ez/kg, se observl que era lenta y progresiva en comparacién con la ==
acumlacién aguda y rdpida descrita por otros autores. Por otra parte,
la discrepancia entre la medida de receptores nucleares en Gtero y =
adenohipdéfisis tras inyectar 500 ng/kg. de estradiol frio, cuya compa
racidon exhaustiva se realiza en el apartado 3.7, contrastaba con su =
similar comportamiento para esta dosis en los receptores citosdlicos=
y discutida en el apartado 3.6.

Todo ello aconsejdé realizar el ciclo intracelular del °H-Estradiol
paralelamente al de los receptores citosdlicos y nucleares.

El procedimiento seguido tal como se describe en la correspondien-
te seccidn de Material y Métodos, fué andlogo al usado para la obten-
cién de receptores, con el objeto de que los resultados fueran compa-
rables.



217.-

3.5.1.- CAPTACION DE 3H-E POR EL UTERO .-

2

Captacién citosélica.- La Tabla 46 presenta los valores de=

las captaciones de 3H-E2 por el citosol uterino.

El maximo nivel de 3H-E2 en citosol de Gtero se obtuvo 10
minutos después de la inyeccién, con 1.471 fm/mg tejido. A =
las dos horas de la inyeccién, el nivel ha descendido signi-
ficativamente con respecto al nivel alcanzado a los 10 minu-
tos, y continGa descendiendo hasta las 12 horas, a las que =
el nivel es sdlo de 0.39 fm/mg tejido.

Captacidn nuclear.- La Tabla 46 muestra la captacidn desH-E2
por nicleos de ftero.

La acumulacién de 3H-E2 alcanza su mayor nivel con 4.22 =
fm/mg tejido, dos horas después de la inyeccidén. Este nivel=
es significativamente mids alto que la médxima captacidn en ci
tosol a los 10 minutos (p< 0.05).

La captacidén nuclear desciende significativamente4 horas=
después de la inyeccidén (p< 0.05) y a las 12 horas aln retie
ne una concentracién de 1.28 fm/mg tejido. (p< 0.001 respec-
to del valor a las dos horas).

3.5.2.- CAPTACION DE 3H-E2 POR ADENOHIPOFISIS .-

Captacidn citosdlica.- La captacién de 3H-E2 por el citosol=

de AHF se muestra en la Tabla 47 .

El miximo nivel de captacidn de 3H-E2 se registrd 10 minu
tos después de la inyeccidén con 1.02 fm/mg tejido. Este va--
lor desciende significativamente 2 horas después (p< 0.05) y
continia con esta tendencia hasta las 12 horas, a las que el
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TABLA _46

EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE 3H-E2 EN CITOSOL Y NUCLEOS

DE UTERO TRAS LA INYECCION DE 500 ng/kg DE 3H-Ez.

CITOSOL NUCLEOS
TIEMPO fm/mg Tejido fm/mg Tejido
10 min. 1.41 £ 0.10 (4) 2.83 2 0.41 (3) &
2 horas 1.13 £ 0.12 (4) 4.22 T 0.23 (3)
4 0.79 £ 0.11 (3) & 2.2320.5 (2) A
12 0.39 £ 0.04 (4) 1.28 £ 0.08 (4) o

( ) nimero de experimentos.

Significatividad respecto del miximo valor (10' para citosol,
2 horas para niicleos).

(A p<0.05; ¢« p<0.01; 0o p< 0.001).



TABLA 47

EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE 3H-E2 EN CITOSOL Y NUCLEOS

DE ADENCHIPOFISIS TRAS LA INYECCION DE 500 ng/kg DE 3H-EZ.

CITOSOL NUCLEOS
TIEMPO fm/mg Tejido fm/mg Tejido
10 min. 1.02 2 0.13 (4) 1.07 2 0.15 (4)
2 horas 0.60 = 0.04 (2) 1.48 2 0.3 (2)
4 0.49 % 0.09 (4) 0.65 % 0.12 (4) A
12 " 0.27 % 0.03 (4) 0.51 £ 0.20 (4) A

( ) Nimero de experimentos.

Significatividad respecto del maximo valor (10' para citosol,

2 horas para niicleos).

(Ap<0.05; ¢ p<0.01; 0 p<0.001).

219.-
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nivel ha sido de s6élo 0.27 fm/mg tejido.

La evolucidn de la captacién de 3H-E2 por citosol de AHF =

es muy semejante a la descrita para el Gtero.

Captacidn nuclear.- Los valores obtenidos para la captacidn =
de 3H-E2 por nicleos de AHF se muestran en la Tabla 47 .

El maximo nivel de 3H-EZ nuclear se detectd 2 horas des---
pués de la inyeccidn, con 1.48 fm/mg tejido. Esta concentra--
cidén disminuye en las 2 horas siguientes registrandose un va-
lor de 0.65 fm/mg tejido (p< 0.05 respecto del valor a los 10
minutos), y continGia en esa linea hasta las 12 horas a las =
que el nivel es de 0.51 fm/mg tejido.

3.5.3.- CAPTACION DE 3H-EZ POR_HIPOTALAMO .-

Captacidn citosdlica.- La captacidn citosdlica de 3H—E2 por =

el citosol de hipot4lamo se muestra en la Tabla 48 .

El maximo nivel se alcanza a los 10 minutos después de 1la
inyeccién, con 0.43 fm/mg tejido. Este nivel cae significati-
vamente en las horas sucesivas, y es de 0.041 fm/mg tejido a

las 12 horas.

La captacién de 3H-E2 por hipotdlamo es significativamente
mis baja que la encontrada en el Gtero y adenohipdfisis ===
(p< 0.01 en ambos casos), lo cual coincide con los datos pre-
sentados por varios autores (McEWEN y Col., 1975; LIEBERBURG
y Col., 1980).

Captacidn nuclear.- Los valores obtenidos para la captacidn =

de 3H-E2 por nicleos de hipotdlamo se recogen en la Tabla 48 .

El nivel miximo de 3H-E2 se encontrd 10 minutos después de
la inyeccidn, con 0.33 fm/mg tejido. Este nivel desciende ra-



TABLA 48

3

EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE H-EZ

EN CITOSOL Y NUCLEOS

3

DE HIPOTALAMO TRAS LA INYECCION DE 500 ng/kg DE H-EZ.

CITOSOL NUCLEOS
TIEMPO fm/mg Tejido fm/mg Tejido
10 min. 0.43 £ 0.04 (3) 0.33 % 0.05 (4)
2 horas 0.11 £ 0.03 (2) » 0.09 < 0.007(2) a
4 0.059 % 0.009(3) o 0.043 % 0.007(3) o
12 " 0.041 ¥ 0.003(4) o 0.044 ¥ 0.005(4) o

( ) NGmero de experimentos.

Significatividad respecto del maximo valor (10' para citosol,

2 horas para niicleos).

(a »< 0.05;

ep< 0.01; o p< 0.001).
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pidamente a las dos horas dando un valor de 0.09 fm/mg tejido
(p< 0.05), y alin mds hasta las 12 horas siguientes a la admi--
nistracidén de estradiol con una concentracién de 0.044 fm/mg=
tejido. (p<0.001)

El patrén de acumulacién de 3H-E2 observado en hipotdlamo=
es distinto totalmente del encontrado para Gtero y adenohipd-
fisis, que muestran sus valores mis altos 2 horas después de
la inyeccidén. También presenta una caida mis rdpida que la --
descrita por McEWEN y Col. (1975), que podria deberse a que -
la dosis usada por éstos es mayor que la ensayada en este tra
bajo.

3.5.4.- NIVELES DE 3H-B2 EN PLASMA Y EN CITOSOL DE UTERO ADENOHIPOFI-

SIS E HIPOTALAMO .-

En la Tabla 49 se recogen las concentraciones plasmiticas
de 3H-E2 tras la inyeccidn de 500 ng/kg. Su evolucidn, junto=
con la de 3H-EZ en citosol de Gtero, adenohipéfisis e hipota-
lamo se representa en la Fig. 50.

El miximo nivel plasmitico de 3H-E2 se alcanz6 a los 10 mi
nutos de la inyeccidén con una concentracién de 0.29 pm/ml de
plasma. Este nivel disminuye significativamente a las 2 horas
registrandose un valor de 0.024 pm/ml (p- 0.001). En las ho--
ras siguientes su concentracidn continda en descenso, siendo=
a las 12 horas practicamente indetectable.

El rango de oscilacién de los niveles plasmaticos de estra
diol en la rata ciclante, medidos por radioimmunoensayo (RIA),
estd comprendido entre 80 pg/ml 6 0.22 pm/ml, maxima concen--
tracidén que se registra en proestro y 10 pg/ml 6 0.03 pm/ml =
que se mide en el diestro. Por.consiguiente, la dosis de 500
ng/kg, ha proporcionado a los 10 minutos de la inyeccién unos
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TABLA 49
EVOLUCION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE 31{-132 TRAS LA INYECCION
DE 500 ng/kg DE - H-E,.
TIEMPO ’ pm/ml de Plasma
|
10 min. 0.297 ¥ 0.010 (4)
2 horas 0.028 ¥ 0.003 (2) &
4 horas 0.011 ¥ 0.010 (4) o
12 horas 0.007 ¥ 0.0001 (4) o

() NOmero de experimentos.

Significatividad respecto del valor a los 10 minutos.

(A p<0.001; 0 p<0.01)
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FIG. 50
3 ..
pmol H-Ez/g tejido

pmol 3H-Ez/ml plasma
1.5 4

0.5

Horas

EVOLUCION DE LA CAPTACION DE 3H-ESTRADIOL POR CITOSOL DE UTERO (e ),

ADENCHIPOFISIS (o ), HIPOTALAMO (e ) Y PLASMA (=) TRAS LA INYECCION
DE 500 ng/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMIOMOLES/MG TEJIDO -
D.E. (pmol/ml EN EL CASO DEL PLASMA).
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niveles de estradiol circulantes del orden de los del proes--
tro, que a las dos horas ha descendido a una concentracién si
milar a la del diestro. (BARRACLOUGH y COL., 1979).

En cuanto a la evolucidn de la concentracidn de 3H-E2 en =
Gtero, adenohipdfisis e hipotdlamo tras la inyeccidén de 500 =
ng/kg de estradiol, puede observarse que el mdximo de capta--
cidén citosblica se registra a los 10 minutos en todos los te-
jidos, coincidiendo con la midxima captacién plasmitica. En ci
tosol de Gtero, la concentracidén maxima fué de 1.41 fm/mg te-
jido, mayorque las registradas en adenohipéfisis e hipotdlamo,
que dieron unos valores de 1.05 y 0.43 fm/mg tejido respecti-
vamente. Tanto en adenohipdfisis como en hipotdlamo, la acumu
lacidn de 3H-E2 disminuydé significativamente a las dos horas,
mientras que en {itero s6lo lo fué a partir de la cuarta hora=
postinyeccidn.

En general, durante todo el intervalo de tiempo estudiado,
la acumulacién de 3H-Ez fué siempre mayor en {itero que en ade
nohipéfisis, y en &sta mayor que en hipotdlamo. Este hecho es
t4d en relacidn con el contenido de receptores de cada tejido,
que se ha comprobado que son mds abundantes en {itero que en =
adenohipdfisis, y en adenohipdfisis mayor que en hipotdlamo.
(ANDERSON, 1973; CIDLOWSKI y MULDOON, 1974; MORRIS, 1976; LIE
BERBURG, 1980).

El paralelismo que siguen las evoluciones de la concentra-
cidén de 3H-E2 citosdlico en los tres tejidos al compararlos =
entre si, sugiere que en todos ellos la hormona ha sido proce
sada de modo similar. Ademis su paralelismo con la evolucidn=
de la concentracidn de 3H-E2 plasmatico, induce a pensar que
el aporte plasmdtico de la hormona debe ser un condicionante=
importante de dicha dindmica.
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3.5.5.- RELACIONES ENTRE LOS NIVELES DE RECEPTORES DE ESTRADIOL Y LA

ACUMULACION DE 3H-E2 EN LOS TEJIDOS DIANA .-

En las Figs. 51 , 52 y 53 se muestra la evolucién conjun

ta de la concentracién de receptores de estradiol en fitero, =
adenohipdfisis e hipotdlamo tras la inyeccién de 500 ng/kg de
estradiol frio y la acumulacidén de 3H-E2 en citosol y nlcleos
de dichos tejidos tras inyectar por la misma via intraperito-
neal la misma dosis de 3H-Ez.

Las evoluciones de la concentracién de receptores citosdli
cos y nucleares en cada tejido ya han sido comentadas en los
apartados 3.2, 3.3 y 3.4, al igual que las variaciones de 1la
acumulacién de 3H-EZ que lo fueron de los apartados 3.5.1, =
3.5.2 y 3.5.3 de esta misma seccidn.

Puede observarse en las dos horas que siguen a la adminis-
tracidén del estradiol, tanto en Gtero como en adenohipdfisis,
que el descenso de receptores citosdlicos va acompafiado de ==
una disminucién en la concentracidn de 3H-E2 de citosol, tal
como corresponde al proceso de formacién del complejo estra--
diol-receptor y a su inmediata translocacién al nficleo. Duran
te este tiempo, a nivel nuclear se detectan en ambos tejidos=
aumentos en la concentracién de receptores y en la acumula---
cién de 3H-E2. En adenohip6fisis se di una clara coincidencia
entre los mdximos de concentracién de Rn y de 3H-E2 nuclear =
con el minimo de receptores citos6licos. Sin embargo, en dte-
T0, si bien se observa la coincidencia entre el minimo de Rn
con el maximo de acumulacién de 3H—E2 en nicleos, no se regis
tra la coexistencia de los médximos niveles de receptores y =
3H-E2 a nivel nuclear.

Esta divergencia entre las evoluciones de la concentracidn
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de Rn y 3H-E2 en nicleos de Gtero, incide directamente en el
desconocimiento actual sobre la naturaleza de la captacién vy
retencidn nuclear de los receptores, que implica tanto a los=
complejos estradiol-receptor procedentes del citosol, como a
los propios lugares aceptores de la cromatina, y que serd ==
abordado en el apartado de discusién.

Sefialar también que la dosis de 500 ng Ez/kg, que ha pro-
ducido unos niveles circulantes de estrdgeno prdoximos a los=
fisioldgicos, ha proporcionado a los tejidos diana una con--
centracidén de estradiol que de ningin modo ha desbordado a =
la concentracidn de receptores citosdlicos disponibles. El =
nivel de receptores previo a la inyeccidén es mayor o igual =
que la mixima acumulacién de 3H-E2 tanto en Gtero como en --
adenohip6fisis aunque no en hipotdlamo donde el ndmero de re
ceptores citosdlicos es considerablemente mids bajo.
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FIG. 51
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EVOLUCION DE LA CAPTACION (---) DE 3IrI-ES'I‘RADIOL POR CITOSOL (&) Y

NUCLEOS ( o) DE UTERO TRAS LA INYECCION DE 500 ng 3.H-E2/kg. Y .DE
LOS RECEPTORES (—) CITOSOLICOS (o) Y NUCLEARES ( ) TRAS LA ADMIL
NISTRACION DE 500 ng E,/kg. LOS VALORES SE EXPRESAN EN fmol/mg TEJL
DO.
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FIG. 52

fm Rc, Rn, Ec o En/mg Tejido

EVOLUCION DE LA CAPTACION (---) DE SH-ESTRADIOL POR CITOSOL (A ) Y
NUCLEOS. ( A) DE ADENOHIPOFISIS TRAS LA INYECCION DE 500 ng 3H-Ez/kg
Y DE LOS RECEPTORES (—) CITOSOLICOS( o) Y NUCLEARES (e ) TRAS LA
ADMINISTRACION DE 500 ng E,/kg. LOS VALORES SE EXPRESAN EN fmol/mg
TEJIDO.
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NUCLEOS ( o) DE HIPOTALAMO TRAS LA INYECCION DE 500 ng 3H-Ez/kg. Y
DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS (—) TRAS LA ADMINISTRACION DE 500

ng Ez/kg.' LOS VALORES SE EXPRESAN EN fmol/mg TEJIDO.
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3.6.- ESTUDIO- COMPARATIVO DE LAS DINAMICAS DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTE-

RO, ADENOHIPOFISIS E HIPQTALAMO. -

En las Fig. 54, 55 y 56 se han presentado las evoluciones de las con

centraciones de los receptores citosdlicos que se han obtenido para cada=
una de las dosis ensayadas. Los valores de la concentracidén de Rc se ex--
presan en porcentaje de variacién respecto de los correspondientes valo--
res control.

La dosis de 500 ng Ez/kg. Fig. 54, produjo en los tres tejidos estudia
dos el maximo de deplecién citosolica a las dos horas de su administra---
cién. La intensidad de la misma fué similar en todos los casos estando =
comprendida entre 60% para Gtero y el 78% para adenohipdfisis.

La recuperacidn de la concentracién de Rc, o fase de replecién, se pro
dujo en todos los casos en el mismo periodo de tiempo, alcanzandose los =
valores de los controles en torno a las 10 horas post-inyeccién.

En la fase de sobretiro, en la que se ponen de manifiesto las diferen-
cias entre tejidos para esta dosis. Tanto en Gtero como en adenohipdfi--
sis, se consiguen valores superiores a los controles, mientras que su con
centracidén en hipotalamo permanece a nivel basal.

Al representar conjuntamente las evoluciones de los Rc en {tero, adeno
hipéfisis e hipot4dlamo, Fig. 55, tras la administracidn de la dosis de 10
ng Ez/kg, se pone de manifiesto que su incidencia en la dindmica de 1los
receptores es diferente en cada tejido. Mientras que en {tero esta dosis=
no es capaz de producir deplecidn significativa, permaneciendo la concen
tracién de receptores ligeramente inferior al control durante las prime--
ras cinco horas post-inyeccién, en adenohipdfisis e hipotdlamo provoca =
una deplecién citosélica del 705%.

Para esta dosis tambien coinciden en el tiempo el aumento de la concen
tracidn de Rc por encima de los valores control, y a partir de entonces =
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vuelven a manifestarse diferencias en sus evoluciones. Mientras que en =
hipotdlamo los Rc aunque superiores al control no son significativas, en

"

Gtero y adenohipdfisis se observa una dindmica coincidente, alcanzando

o

ambos el maximo de su concentracidn en torno al 150% sobre el control

las 12 horas, asi como un regreso paralelo a los niveles basales a las
18 horas.

La dosis de 1 ng Ez/kg, Fig. 56 no produjo deplecidén significativa en
ninguno de los tejidos, y sin embargo, al igual que ocurrid en Gtero pa-
ra la dosis de 10 ng Ez/kg.,se registrd tanto en Gtero como en adenohipd
fisis un considerable aumento de la concentracidén de receptores sobre el
nivel control a las cinco horas post-inyeccidén. En hipotdlamo la concen-
tracién de Rc a este tiempo no fué significativamente superior a la de =
los controles.

De la comparacidn de los efectos producidos por cada una de las dosis
en los tres tejidos aqui estudiados, puede resaltarse como tanto la do--
sis de 500 ng Ez/kg. como la de 1 ng Ez/kg., afectan de modo anilogo a =
la poblacidn de receptores citosdlicos. La dosis mayor produce deplecidn
significativa en todos ellos y una fase de sobretiro muy similar en Gte-
ro y adenohip6fisis, mientras que la dosis de 1 ng Ez/kg. se caracteriza
en todos los tejidos por la ausencia de deplecidn y por el temprano y =
elevado aumento de la concentracién de receptores sobre los niveles del=
control en Gtero y adenohipéfisis. La dosis intermedia de 10 ng Ez/kg. =
produce una dindmica de receptores que en el caso del Gtero se asemeja=
a la que se obtiene con el pulso de 1 ng Ez/kg., y en el caso de adenohi
pofisis es similar a la que se presenta por efecto de la dosis de 500 ng
E,/kg.

Las semejanzas y diferencias que se han observado tras la administra-
cidén de cada dosis entre los tres tejidos aqui estudiados posiblemente =
guardan relacién con la dotacién de receptores y la capacidad de respues
ta de cada uno de ellos al estradiol.
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FIG. _54
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO ( o); ADENCHIPOFISIS (A )
E HIPOTALAMO ( ®) TRAS LA ADMINISTRACION DE 500 ng Ez/kg. LOS RESULTADOS SE
EXPRESAN EN PORCENTAJE RESPECTO AL CONTROL.(217.2 2 10.9 fm/mg Prot. EN UTE
RO; 113.4 5.9 fm/mg Prot. EN ADENCHIPOFISIS y 8.4 T 0.59 fm/mg Prot. EN -
HIPOTALAMO) .
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FIG. 55
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO (o),
ADENOHIPOFISIS ( 4) E HIPOTALAMO (o) TRAS LA ADMINIS-
TRACION DE 10 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN
PORCENTAJE RESPECTO AL CONTROL.(217.2 ® 10.9 fm/mg Prot.
EN UTERO; 113.4 © 5.9 fm/mg Prot. EN ADENOHIPOFISIS y
8.4 ¥ 0.59 fm/mg Prot. EN HIPOTALAMO).
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FIG. 56
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO ( o) ,ADENQ
HIPOFISIS ( A) E HIPOTALAMO ( ®) TRAS LA ADMINISTRACION DE
1 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE RESPEC
TO AL CONTROL (217.2 % 2.9 fm/mg Prot. EN UTERO; 113.4 - 5.9
fm/mg Prot. EN ADENOHIPOFISIS Y 8.4  0.59 fm/mg Prot. EN -
HIPOTALAMO.
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3.7.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS DINAMICAS DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTE-
RO Y ADENOHIPOFISIS .-

Las evoluciones de la concentracién de Rn en Gtero y adenohipdfisis =
para las dosis ensayadas de 500, 10 y 1 ng Ez/kg. se representan conjun-
tamente en las Figs. 57, 58 y 59 , en las que la concentracidén de Rn se

expresa en porcentaje de variacidén respecto de los correspondientes con-
troles.

Puede observarse como todas las dosis utilizadas produjeron acumula--
cién de receptores en niicleos, presentandose una clara relaci6n directa=
entre la dosis inyectada y el tiempo en que la concentracién de recepto-
res permanecid superior a la de los controles. Este hecho fué tambien ob
servado con los receptores citosdlicos (3.5),y al igual que se comentd =
para los Rc, tampoco la duracidén del ciclo de los Rn para cada una de =
las dosis presenta diferencias significativas entre Gtero y adenohip6fi-
sis.

El modo en que la dosis de 500 ng Ez/kg. afectd a la concentracidn de
receptores nucleares en estos tejidos fué muy diferente, Fig.57 . La de-
plecidn citosblica de receptores de AHF tiene una clara respuesta a ni--
vel nuclear con el rdapido aumento de los Rn, mientras que en Gtero no se
detecta este aumento inicial, retrasandose el midximo hasta las 18 horas=
post-inyeccidn.

Con la dosis de 10 ng E,/kg., Fig. 58 , de nuevo se presentan las dife
rencias entre tero y adenohip6fisis antes indicadas, si bien en el caso
del Gtero se adelanta la deteccién del midximo a las 8 horas,aproximando-
se asi, a la dinimica observada en AHF para esta dosis que ademis es muy
similar a la que se obtuvo con la dosis de 500 ng Ez/kg.

A diferencia de lo observado con las dosis de 500 y 10 ng Ez/kg.; con
la dosis mds baja, 1 ng Ez/kg., ambos tejidos responden del mismo modo =
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en lo que a la evolucidon de los receptores nucleares se refiere. Tanto
" en Gtero como en adenohipdfisis se produce el mdximo a las cinco horas=
de la inyeccidn de estradiol con un regreso posterior y paralelo a los=
niveles del control, que culmina aproximadamente a las diez horas.

Del anilisis conjunto es de destacar como la poblacidén de receptores
nucleares de cada tejido se ve afectada de diferente modo segin sea 1la
dosis de estradiol que se administre. El rango de dosis que aqui se ha
utilizado ha desvelado un tipo de evolucidén diferenciada entre Gtero vy
adenohipdéfisis para las dosis de 500 y 10 ng Ez/kg. mientras que la do-
sis de 1 ng Ez/kg. afectd por igual a ambos tejidos. Es probable ade--
mis que la respuesta de cada tejido esté también condicionada por su do
tacién de efectores nucleares asi como por la intensidad con que los re
ceptores sean retenidos por la cromatina.

Como ya se indic6é (1.2.5) el conocimiento acerca de la forma en que
actuan los receptores a nivel nuclear es una aspecto de su accidén que =
alin estd por dilucidar. En el apartado de Discusidn se debatird esta ==
cuestidén considerando el conjunto de los resultados que se han obtenido.
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FIG. _57
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO (o) Y ADENCHIPOFISIS
( ®) TRAS LA ADMINISTRACION DE SOQ ng Ez/kg. LOS REEULTADOS SE EXPRE
SAN EN PORCENTAJE RESPECTO AL VALOR CONTROL (283.0 - 11.3 fm/mg DNA
EN UTERO Y 413.8 * 24.3 fm/mg DNA EN ADENOHIPOFISIS).
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FIG. 58
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO (o) Y ADENOHIPO
FISIS () TRAS LA ADMINISTRACION DE 10 ng E,/kg. LOS RESULTADOS
SE EXPRESAN EN PORCENTAJE RESPECTO AL VALOR .CONTROL (283.0 * 11.3
fm/mg DNA EN UTERO Y 413.8 ° 24.3 fm/mg DNA EN ADENOHIPOFISIS).
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FIG. _59
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO (o) Y ADENCHL
POFISIS ( o) TRAS LA ADMINISTRACION DE 1 ng E,/kg. LOS RESUL-
TADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE RESPECTO AL VALOR CONTROL =
(283.0 = 11.3 fm/mg DNA EN UTERO y 413.8 * 24.3 fm/mg DNA EN
ADENOHIPOFISIS) .



4.- DISCUSION
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El uso de dosis bajas de estradiol ha producido en los tejidos
diana estudiados, fitero, adenohip6fisis e hipotdlamo, una perturba
cidn en la concentracidn de sus receptores citosdlicos y nucleares,
que si bien, en lineas generales, es semejante a la que se conoce=
para las dosis altas normalmente empleadas por otros autores, ha =
permitido detectar una serie de hechos diferenciales que hasta aho
ra no han sido descritos y sobre los que seva a centrar esta discu-
sibn.

La confrontacidén de cada una de las dindmicas de Rc obtenidas =
para cada dosis y en cada uno de los tejidos con los resultados de
otros autores, ya se ha llevado a cabo en los correspondientes ==
apartados de Resultados 323, 333y 343.

Como ya se ha expuesto, la llegada del.estradiol a la célula
diana produce la complejacién con el receptor citosolicc y.laposte-
rior translocacidn del complejo E-R formado al niicleo. Con respec-
to a la deplecién inicial, la disminucién del contenido de recepto
res citosbélicos como consecuencia de la formacién del complejo E-R
y su posterior translocacién al nGcleo, se observara siempre que a

la célula diana llegue suficiente cantidad de estradiol que haga

[}

detectable la deplecidén. En este sentido se puede considerar que
la dosis de 500 ng/kg, que alcanza unos niveles miximos de estra--
diol circulante del orden de los medidos en plasma de ratas en pro
estro, Fig.50 , ha producido un alto nivel de complejacidn como =
se comprueba por la magnitud de la deplecidén encontrada. Con la =
dosis de 1 ng/kg no se produjo en ningin tejido deplecién signifi-
cativa, lo que indica que se habran formado muy pocos complejos ER.
Como se verd a lo largo de la discusidén, esta ausencia de deple---
cibén significativa no implicari necesariamente que la célula diana

no responda al estimulo hormonal.
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La dosis de 10 ng/kg no produjo deplecidén significativa en (tero
y si en adenohipdfisis e hipotdlamo. Este desigual comportamiento =
podria atribuirse a diferencias tisulares en lo que respecta a la =
dotacidn de receptores, a las capacidades de retencidén de la hormo-
na o a la desigualdad en la sintesis de los propios receptores.

El mecanismo de accién hormonal generalmente aceptado para las =
hormonas esteroideas, (JENSEN, 1982), supone que una vez formado el
complejo estradiol-receptor, y tras sufrir un proceso de activacién
hasta ahora no totalmente esclarecido, es translocado al ndcleo. La
llegada de estos complejos al niicleo, desencadena un conjunto de -=
eventos uno de los cuales es el aumento de sintesis de proteinas en
general, y en particular del propio receptor citosélico responsable
de la fase de replecién y posterior sobretiro del ciclo del recep-=
tor. En la Figs 5,6,7se muestra que las tres dosis ensayadas son ==
efectivas desde el punto de vista de la sintesis proteica, incremen
tandose a diversos tiempos después de la inyeccidn de estradiol.Res
pecto a los Rc, varios autores han demostrado que la inyeccién de =
cicloheximida frena la aparicién de Rc tras la inyeccién de estra-=
diol, impidiendo que se manifieste la recuperacidn y el sobretiro,=
concluyendo que el estradiol induce la sintesis de su propio recep-
tor.

En los experimentos aqui presentados, la induccién de sintesis =
de receptores por el estradiol aparece en las tres dosis ensayadas=
y en todos los tejidos. Particularmente espectacular resultd el au-
mento detectado en la dosis de 1 ng/kg al cabo de 5 horas de la in-
yeccidén. Teniendo en cuenta que esta dosis no produce deplecién de=
receptores citosblicos, este experimento prueba ademas que la deple
cidn no es imprescindible para que se produzca la sintesis de recep
tores inducida por el estradiol, asi como el aumento de la sintesis
proteica global.
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El estudio comparativo de las evoluciones de los Rc durante la
deplecidn y replecidn para las tres dosis, sugiere que su concen-
tracién podria estar gobernada por la resultante de dos procesos=
simultaneos: la aparicidén de receptores por sintesis inducida y =
su desaparicién por complejacidn con el estradiol inyectado.

De este modo se explicaria que la dosis de 500 ng/kg tenga una
replecidn mids lenta que las dosis menores, pues en las células de
tejidos diana la complejacidén del receptor con el estradiol plas-
matico es superior a la sintesis de los Rc durante algGn tiempo.
S6lo cuando la concentracién de estradiol en plasma caiga lo sufi
ciente, se producira un aumento neto de Rc que se manifiesta en =
la replecidn y posterior sobretiro. Lo contrario ocurriria con la
dosis de 1 ng/kg donde la sintesis de receptores inducida por el
estradiol, se manifiesta con mucha mds intensidad que la compleja
cibén como consecuencia de la pequefia dosis administrada.

También tendria explicacidén el comportamiento de los Rc en 1la
dosis de 10 ng/kg en Gtero, donde sin detectarse deplecién signi-
ficativa, los valores de Rc se mantienen durante cinco horas infe
riores a los del control. Esto sugiere que durante este tiempo --
los procesos de sintesis <y complejacién deben ser aproximadamen-
te del mismo orden. La presencia de una deplecidén importante de -
Rc en AHF e HT con esta dosis podria explicarse si en estos teji-
dos el proceso de sintesis basal de receptor fuera mds débil que=
en Gtero, en cuyo caso seria superado por el proceso de compleja-
cidén con el E2 plasmatico y apareceria deplecidn.

Asi pues, los resultados obtenidos sugieren que las deplecio--
nes de Rc en los tejidos diana tras inyéctar estradiol, se ven --
contrarrestadas por los procesos de sintesis de receptor. Aparen
temente este proceso contiene dos componentes: sintesis basal, in
dependiente del estradiol y probablemente mds intensa en Gtero --
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que en AHF e HT, y sintesis inducida por el estradiol presente --
tras cierto tiempo de actuacidén del estrdgeno en todos los teji--
dos diana, y enmascarada durante algunas horas en las dosis mis =
altas por la complejacidn con el estradiol procedente del plasma.

Por la misma razdn que el Gtero se comporta de un modo distin-
to que la adenohipéfisis y el hipotdlamo, cabe pensar que la res-
puesta al estradiol de los tejidos diana pueda cambiar también a
lo largo de la vida, y los comportamientos descritos aqui para ==
Gtero de ratas castradas, no ser extrapolables a ratas normales o
prepiberes. Asi, el uso de dosis altas de estradiol en ratas pre-
pUberes por parte de otros autores, no es extrafio que den lugar a
resultados bien distintos a los aqui presentados.

Como se apuntd anteriormente, la entrada de complejos ER al ni
cleo se manifiestan con un aumento de la concentracién de recepto
res nucleares, que en las investigaciones realizadas en este sen-
tido fundamentalmente en ratas prepiberes, alcanza su mixima con-
centracidén de una a tres horas después de la inyeccién para retor
nar posteriormente con mis lentitud a los niveles basales. La evo
lucién de los receptores nucleares para las dosis normalmente uti
lizadas, muestra una dindmica que es una imdgen especular de la =
seguida por los receptores citosdlicos, en la que se corresponden
en el tiempo el maximo de acumulacién nuclear con el minimo de --
concentracién de receptores citosdlicos.

Este tipo de relacién entre la evolucién de los Rc y los Rn,se
observa claramente en AHF y en HT con la dosis de 500 ng/kg.

Las relaciones Rc-Rn para las tres dosis en Gtero y para las =
de 10 y 1 ng/kg en AHF difieren notablemente del modelo estableci
do. Como ya se sefiald en resultados (3.2.2.) con la dosis de 500
ng/kg, el contenido de los Rn uterinos no evoluciona siguiendo =

el patrdn de imdgen especular con respecto a los Rc.
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Su aumento lento y progresivo empieza a ser significativo sola-
mente a partir de la quinta hora postinyeccién. La interpreta--
cidn de este comportamiento requiere de la interpretacidn pre--
via de otros resultados obtenidos con las dosis mds bajas y aln
no debatido.

Para la dosis de 1 ng/kg se observd tanto en Gtero como en
adenohipofisis, que el miximo de Rn es simultdneo con el de Rc.
Por otra parte, los niveles de mayor concentracidn de recepto--‘
res nucleares son del mismo orden de magnitud para las tres do-
sis utilizadas en el caso de tero y para las dosis mayores en
adenohip6fisis.

Estos hechos son dificiles de explicar dentro del conoci---
hiento actual acerca de los receptores nucleares. La teoria mis
ampliamente aceptada establece que los receptores nucleares pro
ceden de los citosb6licos previamente complejados al estradiol y
translocados al nicleo. Si esto fuera cierto, en este trabajo =
se deberia haber detectado mayor concentracién de receptores en
nicleo cuanto mayor fuese la dosis de estradiol administrada.Al
haberse obtenido los mismos niveles miximos de Rn para dosis de
1, 10 y 500 ng/kg en Gtero, es posible concluir que esta teoria

no explica satisfactoriamente estos hechos.

La coincidencia entre la evolucidn de los receptores citosd
licos y nucleares con la dosis de 1 ng/kg, induce a pensar que
al nicleo es posible que hayan entrado receptores no ligados al
estradiol, que se afiadirian a los que procedan de los que han =
entrado en forma de complejo E-R como hasta ahora se ha venido=
afirmando.

Haciendo extensiva esta hip6tesis al resto de las dosis uti
lizadas en Gtero, 500 y 10 ng/kg, se comprueba que desde que se
observa acumulacidén de receptores en el citosol, o lo que es lo
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mismo, desde que se empieza a producir la replecidn se observa =
tambien aumento del contenido de receptores en los niicleos. Figs.
23 y 24.

No obstante en adenohipofisis e hipotalamo, con la dosis de
500 ng/kg, la acumulacidén de Rn muestra una evolucidén explica--
ble por la teoria en uso sobre su procedencia, con aumentos de
Rn coincidiendo con la deplecién de Rc, y a su vez, disminucidn
de Rn cuando se produce replecién de Rc. Figs._33 y _44.

Para las dosis de 10 y 1 ng/kg la hipGtesis en uso sobre el
origen de los Rn vuelve a ser insuficiente, pues se observan au
mentos de Rn no justificados por descensos previos de Rc, cuan-
do no aumento simultdneo de ambos parametros.Fig.24 y 25 . Cabe
por tanto concluir, que la utilizacién de dosis bajas de estra-
diol permite poner de manifiesto que los receptores nucleares =
medidos puedan tener un doble origen: los complejos E-R previa-
mente translocados al niicleo, o la entrada de receptores citosd
licos libres al nficleo, coincidiendo con las fases en que se in
tensifica su sintesis.

Las diferencias encontradas en los patrones de acumulacién=
de Rn por la dosis de 500 ng/kg en adenohip6fisis y Gtero hacen
pensar que en el origen de los Rn puede participar algin otro =
proceso nuclear no observado cuantificando unicamente los recep
tores. Por ello, se disefi6 el experimento consistente en admi--
nistrar 3H-E2 por la misma via intraperitoneal y en la misma =
dosis de 500 ng/kg que el estradiol frio, con el fin de compa--
rar la acumulacidén de la hormona en citosol y niicleos con la =
evolucidén de las concentraciones de Rc y Rn.

En adenohipdfisis, al confrontar las dindmicas seguidas por
las concentraciones de 3H-E2 y receptores tanto a nivel citosé-
lico como nuclear (Fig._52 ) se observa una disminucidn simultd
nea de la concentracidn de 3H-E2 y de receptores, tal como co-=
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rresponde a las etapas de formacidn del complejo y su transloca-
cidén al niicleo. Esta evolucibén se ajusta perfectamente al modelo
en uso sobre las variaciones que sufre la concentracién de recep
tores tras la administracidon de estradiol. A nivel nuclear, se =
refleja este suceso detectandose incremento de la concentracidn=
de 3H-EZ y de receptores, por lo que parece evidente que los re-
ceptores medidos a nivel nuclear proceden de los complejos E-R =
previamente formados en el citosol.

A nivel de Gtero Fig.51 , se observa tambien la formacidn ==
del complejo E-R en el citosol, dada la disminucién paralela de=
las concentraciones de 3H-E2 y de Rc. Sin embargo, a nivel nu---
clear unicamente el aumento de la concentracidn de 3H-EZ, cuyo =
miximo se detecta a las 2 horas nos confirma la presencia de com
plejos E-R tal como predice la teoria en uso. La concentracién =
de Rn aumenta lentamente, y no empieza a ser significativa hasta
después de las 5 horas de la inyeccidn. '

Esta diferencia en la evolucidén de los receptores nucleares=
uterinos con respecto a lo observado por otros autores, podria =
ser atribuible a la baja dosis utilizada. El1 que los complejos =
E-R nucleares, efectivamente presentes en el nicleo, no sean me-
didos como receptores por la técnica de desplazamiento con 3H-Ez,
sugiere la posibilidad que los acepfores especificos de la croma
tina puedan fijar los complejos E-R de modo que resulten inacce-
sibles a la medida por este método. La dosis de 500 ng/kg podria
haber producido una complejacidén inicial del receptor en un gra-
do tal, que al translocarse al nicleo los complejos E-R no hayan
sobresaturado a los aceptores especificos de la cromatina. De es
te modo, la concentracién de Rn no seria asequible inicialmente=

a su deteccidn.

Desde este punto de vista, la utilizacidén de dosis altas de
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estradiol, podrian producir un nimero de complejos E-R muy supe-
rior al nimero de lugares aceptores especificos de la cromatina,
apareciendo de este modo complejos E-R fijados a lugares no espe
cificos, y por tanto asequibles a la medida.

A su vez la divergencia entre el comportamiento de los Rn en
Qitero y adenohipéfisis, podria ser atribuida a la menor dotacidn
de aceptores nucleares en este tejido, donde seria mayor el nime
ro de complejos E-R unidos a lugares no especificos de la croma-
tina.

Desgraciadamente el conocimiento actual acerca del namero de
aceptores, de su naturaleza, y de la forma en que se produce su
unién con el complejo E-R, no permite concretar mas esta hipéte
sis, que requeririd de futuros experimentos para ser confrontada.

Abundando en el estudio de los Rn, encontramos que en el ca-
so de Gtero, sus concentraciones miximas no son significativamen
te diferentes entre las tres dosis, y que para todas ellas, tras
alcanzarse el miximo nivel de concentracidn se produce el descen
so hasta los niveles control. Estas dindmicas de los Rn, sugie--
ren que debe existir una relacidn entre los miximos de su concen
tracién y la finalizacidn del proceso de acumulacidn en este com
partimento celular.

El retorno de los niveles de receptores citosdlicos y nuclea
res desde los niveles mdximos a los del control, no ha sido estu
diado en profundidad. Al menos dos teorias son posibles para ex-
plicar la disminucidén de la concentracién de Rn. Por una parte =
estaria la disminucién de Rn como consecuencia de su salida en =
forma libre al citoplasma, lo que incluye su posible reutiliza--
cidn, y por otra el que hayan sido objeto de degradacién intrace
lular.

Algunos autores han aportado datos en los que se apunta que
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la salida del receptor en forma libre y activa al citosol es po-
sible (MULDOON, 1981). Si esto fuese cierto, en los experimentos
aqui presentados deberia haberse observado acumulacién de recep-
tores en el citosol simultaneamente con la disminucién de los re
ceptores nucleares. Las figuras 23 , 24 y 25, muestran clara-

mente que las concentraciones de Rc y Rn uterinos sufren aumento
y disminuciones simultédneas. Estos hechos sugieren que tal reflu
jo de receptores no ocurre, o al menos no es decisivo en la evo-

lucién temporal de los mismos.

En base a lo anteriormente expuesto, la hipdtesis que apoyan
los resultados aqui presentados es la apuntada en segundo térmi-
no, que interpreta el hecho de los descensos finales en la con--
centracidén de receptores como consecuencia de un proceso de de--
gradacién intracelular. Al ser simultaneoslos descensos de Rc vy
Rn, el proceso degradativo afectarid a ambos tipos de receptores.
En este sentido, el hecho descrito que el nivel mdximo de Rn ute
rinos es similar en las tres dosis ensayadas y en las dosis de
10 y 500 ng/kg en adenohipéfisis, sugiere que tras alcanzarse un
determinado nivel de concentracidn de receptores nucleares se de
sencadene el proceso degradativo.

Si tal como se expuso anteriormente, los niveles de Rn son =
atribuibles mayoritariamente y al menos en las dosis mis bajas a
receptores que han entrado en forma libre al nlcleo, es posible=
que una concentracién determinada de esta forma de receptor, sea
la seflal que desencadene el proceso degradativo.

El desconocimiento actual sobre lo que realmente ocurre a ni
vel nuclear no nos permite discutir de lleno esta posibilidad.Pa
rece claro que los resultados de estudiar comparativamente los =
efectos que dosis bajas de estradiol sobre la poblacidn de recep
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tores celulares, han revelado una dindmica que posiblemente re-=
sulte enmascarada cuando se utilizan dosis elevadas, que parecen
apoyar esta hipdtesis. En este sentido, se precisa de nuevas in-
vestigaciones que aborden el estudio de este hecho concreto a ==

través de la medida de otros parametros.
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La inyeccidén de 500 ng Ez/kg produjo en {tero, adenohipdfisis e
hipotdlamo de la rata castrada, un ciclo de variacidn en la con
centracién de receptores citosflicos de estrdgenos caracteriza-
do por una disminucién inicial o deplecién, una recuperacién =
posterior o replecidn y una acumulacidén transitoria de un exce-
so de receptores sobre el nivel basal o sobretiro. La deplecidn
se debe esencialmente a la formacién de complejos entre el es--
tradiol y el receptor y su posterior translocacién al niicleo.lLa
replecidén se produce por la induccidén de sintesis de receptor =
por el propio estradiol. El sobretiro, es debido a la acumula--
cidn de receptores sintetizados en exceso durante la estimula--
cién del proceso por el estradiol.

El Gtero respondid con aumento del contenido proteico y de re--
ceptores citosblicos a todas las dosis de estradiol ensayadas.=
La ausencia de deplecidén de receptor citosdlico en las dosis de
1 y 10 ng/kg en este 6rgano, revela que dicho proceso no es una
condicidén necesaria para que se produzca respuesta celular a la
hormona. Sugiere ademds que la sintesis basal de receptor cito-
s6lico podria compensar la menor cantidad de receptores que se
complejan con bajas dosis de estradiol e impedir que se mani---
fieste la deplecidn.

La utilizacidén de dosis decrecientes de estradiol evidencié di-
ferencias tisulares en su efecto sobre los receptores citosdli-
cos: la dosis de 500 ng/kg, produjo deplecidn significativa en
(itero, adenohipdfisis e hipotdlamo; la dosis de 10 ng/kg produ-
jo deplecidn significativa en adenohip6fisis e hipotdlamo pero=
no en f{itera. y la dosis de 1 ng/kg. no produjo deplecidn en nin

- guno de los tejidos.

Aparentemente, las diferencias tisulares en la intensidad y du-
racién de la deplecién de Rc tras una determinada dosis estd =
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correlacionada con la dotacidn inicial de receptores y la capaci
dad de sintesis de receptor, probablemente distinta para cada te
jido.

El proceso de replecidon de receptores citos6licos en Gtero, ade-
nohip6fisis e hipotdlamo, fué mds rdpido cuando menor la dosis =
inyectada. Estos resultados sugieren que la acumulacidén de recep
tor citosdlico en las células depende del balance de dos proce--
sos opuestos: sintesis de receptor inducida por el estradiol y =
utilizacidn del receptor para formar complejos con el estradiol=
plasmiatico, cuyo acceso a las células seria mds prolongado cuan-
to mayor fuera la dosis ensayada.

Los sobretiros de receptores citosGlicos obtenidos fueron mis in
tensos y mds tempranos en todos los tejidos estudiados cuanto =
menor la dosis de estradiol administrada. De estos datos no pue-
de deducirse que las dosis bajas estimulen mis intensa y tempra-
namente la sintesis del receptor. Mids bien parecen indicar que =
las dosis mds altas producen una mayor utilizacién del receptor
responsable de que el receptor citosblico no unido al estradiol=
se acumule mids lentamente.

La duraci6n total del ciclo deplecidn-replecibn-sobretiro del re
ceptor citosdlico, fué proporcional a la dosis de estradiol in--
yectada en todos los tejidos estudiados. De ello puede deducirse
que el tiempo durante el que la sintesis de receptor permanece =
estimulada depende directamente de la dosis ensayada.

Todas las dosis de estradiol utilizadas, produjeron aumento de la

concentracidén de receptores nucleares en Gtero, adenohip6fisis e
hipotalamo. Ello implica que dosis tan bajas como 1 ng EZ/kg, in-
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ducen translocacién de receptores al nicleo.

Los niveles maximos de receptor nuclear fueron similares para las
dosis de 500, 10 y 1 ng/kg, tanto en {itero como en adenohipdfisis.
La falta de correlacidn entre la dosis de estradiol inyectada y =
la concentracidn de receptores medidos en los niicleos de cada te-
jido, sugiere que el aumento de receptores nucleares no es debido
exclusivamente a la translocacién de complejos receptor citosdli-
co-estradiol al nicleo, pues ello implicaria una relacidn dosis-=
respuesta en la acumulacidén de receptores nucleares.

La concentracidén de receptores nucleares en adenohipdfisis e hipo
tdlamo, aumenta bruscamente tras la inyeccién de 500 ng/kg y des-
pués desciende paulatinamente. En itero, en cambio, el aumento de
receptores nucleares con dicha dosis fué lento y progresivo. La =
dindmica de los receptores nucleares fué similar en adenohipdfi--
sis y Gtero. cuando se ensayaron dosis de 1 y 10 ng/kg. Ello sugie
re que adenohip6fisis e hipotdlamo retienen los complejos estra--
diol-receptor de forma mis 14bil que el Gtero.

3H-Ez/kg didé lugar a una acumulacién de ra

La inyeccién de 500 ng
dioactividad en los nficleos de Gtero, mids ripida, intensa y de di
ndmica distinta a la acumulacién de receptores nucleares después=
de inyectar 500 ng/kg. Ello permite suponer que parte de los com-
plejos estradiol-receptor citosdlicos que se translocan al nicleo
se unen a los aceptores nucleares de la cromatina de modo tal =

que quedan inaccesibles a la medida por los métodos utilizados.

La inyeccidn de 1 ng Ez/kg produjo un aumento de receptores nu---
cleares simultdneo con el sobretiro de receptores citosdlicos tan
to en adenohip6fisis como en fitero. En las dosis de 10 y 500 ng/kg
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coexistieron los procesos de replecidén y/o sobretiro con aumento
de los receptores nucleares. Estos datos permiten pensar que los
receptores citosdlicos no unidos al estradiol pueden translocar-
se al nGicleo, al menos durante las fases de estimulacidén de la =
sintesis de receptores.

El retorno de la concentracidn de receptores citosdlicos y nu---
cleares desde el nivel madximo a los valores basales fué simulta-
neo en todas las dosis y situaciones experimentales. Ello sugie-
re la posibilidad de la existencia de un mecanismo de degrada---
cidén del receptor que opera sobre toda la poblacién de recepto--
res celulares cuando su concentracién es alta.

La existencia de coincidencias globales entre las dinamicas de =
acumulacién de receptores en el citosol y en el nicleo, durante=
los procesos de sintesis de receptor, y de disminucién simulti--
nea de receptores en ambos compartimentos durante los procesos =
de degradacidn, sugiere que la membrana nuclear no es una barre-
ra importante para el receptor estrogénico, que se distribuiria=
en equilibrio entre dichos compartimentos celulares.

El hecho de que el nivel maximo de receptores nucleares en {tero
fuera similar para las tres dosis ensayadas y que, independiente
mente del tiempo, una vez alcanzado dicho nivel se produzca el =
retorno a los niveles basales de receptor citosblico y nuclear,=
sugiere que una concentracidn critica de receptor nuclear no uni
do al estradiol podria inducir el proceso de degradacidn del re-
ceptor y/o inhibir su sintesis.

El empleo de dosis de estradiol que producen niveles plasmiticos
fisiolégicos o subfisioldgicos de hormona ha permitido tener ==
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acceso a algunos aspectos de la dindmica de los receptores citosd
licos y nucleares de estradiol que con frecuencia han pasado desa
percibidos en otras investigaciones realizadas usando dosis de es
tradiol suficientemente altas como para enmascarar los procesos =
intracelulares de deplecidn, sintesis y degradacidn del receptor.
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