
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
 FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS

TESIS DOCTORAL

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

 PRESENTADA POR 

 Julia Gómez Benítez

Madrid, 2015

© Julia Gómez Benítez, 2002

Dinámica intracelular de los receptores estrogénicos en 

útero, adenohipófisis e hipotálamo de rata frente a dosis 

bajas de estradiol 

 inéditas



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

5 31822384 '

T  5 7 9 -

DINAMICA INTRACELULAR DE LOS REŒPTORES ESTROGENICOS 
EN UTERO, ADENOHIPOFISIS E HIPOTALAMO DE RATA FRENTE 
A DOSIS BAJAS DE ESTRADIOL.

k
; 8IBLI0TECA

Memoria para aspirar al Grado de 
Doctor, presentada por la Lcda. 
Julia Gomez Benitez.



A mis padres.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. D. Bonifacio Diaz Chico por su direccion y constante
estimulo y apoyo en la consecuciôn de este trabajo.

A D. Angel Sosa Gonzalez, Profesor Ayudante de Bioquîmica y 
a D. Juan Rivero Baez, Técnico de Laboratorio, por la gran ayu 
da prestada en la realizaciôn prâctica de este trabajo.

A Julia Suârez y Bravo de Laguna por su labor mecanogrâfica.

A todos mis companeros de Departamento, que de una foima u 
otra han colaborado en su elaboraciôn.

Mi especial agradecimiento a D. Antonio Gonzalez, Catedrâtî
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A B R E V I A T U R A S

AHF = Adenohipôfisis
C.A.= Carbôn activo
DES = Dietilestilbestrol
E = Estradiol
E* = Estradiol radiactivo
Ec = Estradiol citosôlico
En = Estradiol nuclear
ER = Couplejo estradiol-receptor
ER* = Conplejo estradiol-receptor activado
EDTA= Acido etilen-diamin- tetraacetico
HT = Hipotâlamo
POPOP = 1.4 Bis-(2-(4-metil 5-fenil-1.3-oxazolil)-benceno
PPO = 2.5 Difenil oxanol
R = Receptor
Rc = Receptor citosôlico
RcE = Complejo estradiol-receptor citosôlico
Rn - Receptor nuclear
RnE = Complejo estradiol-receptor nuclear
TCA = Acido tricloroacetico
TE = Tarapôn Tris-EDTA
TRIS= Hidroximetil aminometano
UT = Utero
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1.1.- INTRODUCCION HISTORICA DEL CONCEPTO DE RECEPTOR ESTROGENICO .-

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

Las respuestas celulares a la acciôn de los estrôgenos enpiezan a 
conocerse al comienzo de la decada de los cincuenta. SZBGO y ROBERT - 
(1953)observaron como efecto primario de la hormona alteraciones en la 
vascularizaciôn y en la permeabilidad uterina, asi como la sîntesis = 
de proteînas especîficas. MUELLER y Col. (l958)fueron los primeros en 
proponer que los estrôgenos podîan actuar como inductores o represo-- 
res de la actividad del DMA de las células con capacidad de responder 
a estas hoimonas, es decir las células diana.

La investigaciôn se dirigiô al estudio del transporte de la hormo­
na al interior de las células y al estudio de su acciôn sobre la sîn­
tesis de RNA y proteînas, anpleando los métodos puestos a punto en es_ 
ta dêcada de despegue de la biologîa molecular.

El problema de averiguar la acciôn primaria de la hormona al 11e-- 
gar a la célula no pudo ser abordado hasta algunos anos despuésv Este 
campo de la investigaciôn comenzô a desarrollarse con la introducciôn 
de las técnicas de marcaje de los estrôgenos con tritio, adquiriendo= 
gran interés los trabajos desarrollados por JENSEN y JACOBSON (1962)= 
sobre el destine de los estrôgenos tritiados en los ôrganos diana, == 
que marcan el comienzo de una nueva fase en la comprensiôn de la in-- 
teracciôn hormona-célula aun inconclusa.

El use por estos autores de la hoimona marcada radioactivamente, = 
permitiô establecer su afinidad por las células diana, demostrando -= 
que la hormona se acumulaba en mayor cantidad y era retenida durante 
mas tiempo en utero que en otros tejidos. Posteriormente, mediante la
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autorradiografîa se confirmé que el esteroide era retenido en las cé­
lulas diana a los pocos minutes de su administraciôn, frente a la es- 
casa retenciôn que se observaba en las células no diana (KING y MA.IN- 
WARING, 1974; GORSKI y Col., 1968).

Ihi nuevo avance se diô cuando STÜMPF, (1968), demostrô que en la c£ 
lula diana el esteroide tiende a acuraularse en el nûcleo, le que puso 
de manifiesto que el mécanisme de la acciôn de las hormonas esteroi-- 
deas tiene lugar a nivel de la exprèsiôn genética. Observé adonas me­
diante la autorradiografia cômo la migraciôn de la hormona al nûcleo 
era extreraadamente râpida y precedia a cualquier otro cambio observa­
ble en la célula. Por el contrario, en células no diana, la hoimona = 
atraviesa en ambas direcciones la membrana plasmatica y su concentra­
ciôn interna no stçera a la présente en el plasma.

Ante estos hechos, se viô afianzada la hipôtesis de que un recep-- 
tor pudiera estar implicado en la respuesta celular a las hormonas e£ 
teroideas. De este modo ademas de justificarse la captaciôn y reten--
ciôn de la hoimona por los tejidos diana, se aportaba una explicaciôn=
al hecho de que una molécula tan sencilla fuera capaz de ejercer efec 
tos tan diverses, asociandose a una molécula mucho mayor y mucho mâs= 
versatil como es una proteina.

Los receptores esteroideos se identificaron en 1966 por TOFT y == 
GORSKI,que lograron aislarlos centrifugando un extracto de tejido == 
uterino de ratas a las que se les habîa inyectado estradiol marcado,=
mediante la técnica de separaciôn en gradiente de densidad de sacaro-
sa. Desde entonces y hasta la actualidad, se ha desarrollado una in-- 
tensa investigaciôn en este campo, lograndose grandes avances en el = 
conocimiento de las caracterîsticas fîsico-quimicas del receptor y de 
la interacciôn con el esteroide, fundamentalmente gracias al empleo = 
de moléculas de sîntesis con capacidad de unirse al receptor.
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Se 'ha incidido también en el papel que juegan los receptores en la 
acciôn hormonal. En este sentido se ha abordado la relaciôn que pudi£ 
ra existir entre las fluctuaciones de su concentraciôn celular tras = 
la administraciôn de estrôgenos, y su significaciôn con respecto a == 
las respuestas celulares a la hormona.

Los estudios sobre los receptores estrogénicos marcaron la pauta = 
para una nueva era de la investigaciôn en endocrinologia. Hoy se han 
identificado receptores para todas las hormonas esteroideas y para la 
mayoria de las hoimonas 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 r£ 
ceptores.
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1.2.- PRINCIPALES ACONTEdMIENTOS EN LA ACCICM DE LOS ESTROGENOS SOBRE LAS 
CELULAS DIANA .-

En la Fig. 1 se ilustra el modelo que actualmente se acepta sobre 
la acciôn de las hormonas esteroideas en sus células diana. Las lineas= 
bâsicas de este esquema fueron trazadas por JENSEN desde 1962 y comply 
mentadas con posteriores investigaciones (DE SOMBRE, 1980; MILGRCM, == 
1981).

El estradiol secretado fundamentalmente por los ovarios alcanza las 
células transportado principalmente por las proteînas plasmaticas. De£ 
pués de entrar en las células, se une al receptor citosôlico en una in 
teracciôn que se caracteriza por su alta afinidad y especificidad que 
conduce a la foimaciôn del complejo esteroide-receptor. Este confiejo= 
adquiere nuevas caracterîsticas al sufrir un proceso de activaciôn que 
se identifica con un cambio en el coeficiente de sedimentaciôn y que = 
inplica probablement e un proceso de dimeri zaciôn (NOT IDES, 1975; ===
JUNGBLUT, 1979). La activaciôn del complejo E-R, hace que se incremen- 
te su nucleofilia y se produzca por tanto, la migraciôn al nûcleo. Es 
en este compartimente celular donde tras unirse a lugares aceptores de 
la cromatina aûn no identificados, induce la transcripciôn genética. = 
Como resultado de la interacciôn a nivel nuclear, se manifiestan una = 
serie de fenômenos que confoiman la respuesta de la célula a la acciôn 
hormonal.

En los prôximos apartados de este capîtulo, se abundarâ en el cono­
cimiento de cada una de las etapas de la acciôn del estradiol.
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1.2.1.- EL ESTRADIOL EN EL PLASMA .-

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

La albumina por su elevada concentraciôn plasmâtica es la protei­
na a la que principalmente se asocia el estradiol, aunque su uniôn = 
es dAil (Kd = lO'V) e inespecîfica. Una idea de la magnitud de es­
ta captaciôn la da el conparar la solubilidad del estradiol en agua 
a 37°C (2x10 ^  con la solubilidad en una soluciôn de albumina al = 
3% (2x10'%.

En plasma humano se ha aislado la proteina SHBG (sex hormone bin­
ding globulin) que capta estradiol con menor capacidad que la albûid 
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 uniôn a los beta-hidroxiesteroides == 
con una Kd del orden de 10'̂ M. Su concentraciôn plasmatica se mantie 
ne constante durante el ciclo menstrual y a lo largo de la vida adul 
ta, aumentando durante el embarazo, posiblemente para amortiguar la 
elevaciôn de testosterona (SIITERI, 1979).

Cuando la concentraciôn de estradiol circulante es baja, la mayo­
ria se détecta unido a esta proteina especifica. La uniôn a la albu 
mina se manifiesta mas claramente a al tas 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 présenta otra proteina,la 
EBP (estradiol binding protein), que difiere de la SHBG en su especîf 
ficidad. Se une especif icamente al estradiol y a la es trôna, y no re 
conoce a los andrôgenos testosterona ni 5-alfa-dihidrotestosterona. 
Su presencia ha s ido detectada en elevada concentraciôn en ratas pre_
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nadas y en fetos, disminuyendo con la edad hasta hacerse indétecta­
ble al alcanzar la madurez (KING y MAINWAIRING, 1974).

El papel que juegan estas proteînas plasmaticas no ha s ido esta- 
blecido con claridad. Se piensa que podria intervenir en la regula- 
ciôn de la secreciôn de hormonas desde las células glandulares, o -- 
que pudieran servir CŒio protecciôn de la hormona ante la acciôn de 
las enzimas hepâticas. 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 protej an a las 
células de un aporte excesivo de la hormona. (RAYNAUD, 1973; ALBERGA 
y BAULIEU, 1974).

El hecho que el estradiol y otros estrôgenos sean muy debilmente 
metabolizados en los tejidos diana (FISHMAN, 1976) hace que la con­
centraciôn plasmatica de estos productos juegue el papel central en 
su aporte a las células. Asî, la actividad hepâtica que metaboliza= 
a los estrôgenos hasta productos inactivos, y la actividad renal, = 
que élimina continuamente estos productos inactivos junto con estr£ 
genos activos libres en el plasma, contrarrestan la actividad secr£ 
tora de ovarios y suprarrenales en cuanto a nivel plasmatico de es­
tos productos. El papel de los tejidos diana sobre los niveles de = 
estrôgenos corporales,es pués, pasivo a excepciôn de un grado inde- 
terminado de aromatizaciôn de andrôgenos de origen suprarrenal, de- 
mostrado en tejidos como el ovarico, adiposo, sistema limbico e hi­
potâlamo (NAFTOLIN y Col., 1976), y cuya importancia real no ha si- 
do evaluada con exact itud.
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1.2.2.- ENTRADA DEL ESTRADIOL EN LA ŒLULA .-

El mecanismo întimo del proceso de entrada del estradiol en las= 
células diana no es bien conocido. Se acepta ançliamente que la -== 
membrana celular no ofrece ningun obstâculo para que las sustancias 
de naturaleza lipîdica como el estradiol difundan a su interior.

Los primeros trabajos de JENSEN y JACOBSON (1962) apoyaron esta= 
teorîa demostrando que la mayor captaciôn de los tejidos diana es = 
debida a la presencia de receptores especîficos mâs que a una posi- 
ble diferencia en el mecanîsmo de entrada de la hormona en la célu­
la.

Numerosas investigaciones posteriores, han aportado pruebas a fa 
vor de esta difusiôn pasiva (PECK y Col., 1973; MILGRGN,1973). DE 
HERTOGH, (1971) estudiô la distribuciôn de tritio en plasma y en ût£ 
ro de rata después de infundir estradiol marcado durante 4 horas a 
un flujo que varié entre 0.5 y 920 ng/hora. Tras el anâlisis compa­
rative de las constantes de equilibrio entre el estradiol libre y = 
el ligado de forma especîfica o inespecîfica, concluyô que el fac-- 
tor principal que gobiema la captaciôn de estradiol por las célu- - 
las uterinas es la baja Kd del conplejo estradiol-receptor (Kd = 
2.1x10 , ya que el valor de la constante que incluye los posi--
bles factores de permeabilidad entre el plasma y el citoplasma re-- 
sultô ser del mismo orden (K=2.9x10 ^̂ M) y por tanto no presentan = 
obstâculo en la transferencia de la hormona.

No obstante, y a pesar de las evidencias aportadas en favor de = 
un proceso de difusiôn pasiva, no se puede descartar la posibilidad 
de un transporte mediado por proteînas (MILGROM, 1973). La existen- 
cia de un gran numéro de locus de uniôn en el citoplasma, podrîa en 
mascarar la detecciôn de una proteîna transportadora a nivel de la= 
membrana. Ademâs, al utilizar para estos ensayos incubaciones de =
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tej ido intacto, no se consigne medir la tasa real de captaciôn del 
esteroide al no ser evaluadas una serie de déterminantes de la cap­
taciôn como son: la penetraciôn a través del espacio intercelular,= 
la difusiôn del estradiol a través de las diferentes capas de célu­
las, o la adsorciôn del mismo a lugares de uniôn no especîficos de 
la membrana celular.

Con la intenciôn de salvar estas limitaciones MULLER y WOTIZ, = 
(1979) trabajaron con suspensiones de células uterinas midiendo la = 
concentraciôn de complejos estradiol-receptor formados a 37°C, tem- 
peratura a la que la translocaciôn nuclear no es limitante. En es-- 
tas experiencias se descarta la posibilidad de un transporte activo 
0 mediado por proteînas, siendo los resultados favorables a la difu 
s iôn pasiva. Teniendo en cuenta que el procedimiento de obtenciôn = 
de la suspens iôn 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 captaciôn especîfica del estradiol, sin encontrar pruebas de la 
existencia de tales transportadores.
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1.2.3.- RECEPTORES ESTROGENICOS .-

Desde que se tuvo conocimiento que el estradiol se unîa especîfi 
camente a un conponente citoplasmâtico de elevado peso molecular, = 
la investigaciôn se centrô en su identificaciôn, anâlisis de sus == 
propiedades, y en intentar dilucidar su significaciôn funcional.

1.2.3.1.- Naturaleza, propiedades y formas .-
TOFT y GORSKI, (1966) introdujeron en este campo la técnica del 

anâlisis por gradiente de sacarosa, demostrando que en el citosol 
de ratas inmaduras existîa una proteîna que captaba especîficamen­
te estradiol tritiado, de coeficiente de sedimentaciôn 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 iônica, fué estudiado posteriormente por otros= 
autores, estableciéndose sus caracterîsticas fîsicas que se reco-- 
gen en la Tabla 1 .

El receptor 8S se disocia en un medio 0.15 M en KCl dando la = 
forma conocida como receptor 6S. Si se aumenta la concentraciôn de 
KCl 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 iônî  
ca del medio regenerândo la forma 8S. Como el receptor 4S conserva 
la capacidad de unirse al estradiol y no se disocia al aumentar == 
aûn mâs la salinidad, se le considerô como la unidad bâsica del re 
cep tor (KING y MAINWARING, 1974).

Si en el medio de separaciôn se anaden iônes Ca*̂ , se obtienen= 
también unidades de coeficiente de sedimentaciôn 4 ô 4.5 S a las que 
se denominan 4S-Ca, que son incapaces de reagregarse por adiciôn = 
de EDTA ni por disminuciôn de la salinidad. PUCA, (1971) explica e^ 
te hecho en base a la activaciôn que los iônes Ca producen sobre 
las proteasas, admitiendo que estos enzimas producen algun dano - 
irreversible al receptor.
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La acciôn de la tripsina (PUCA, 1971) transforma al receptor 8S en* 4̂*un receptor tipo 4S similar al obtenido en presencia de iones Ca , = 
que tampoco vuelve a reagregarse al disminuir la fuerza iônica del me 
dio .

Ademas de las formas 4S obtenidas por la acciôn de enzimas o de sa 
les sobre el receptor 8S, se detectô la existencia de una nueva forma 
4S en medio hipotônico que se denominô receptor 4S "nativo" (YAMAMOTO, 
1972). Este se aislô como tal en condiciones de baja fuerza iônica y 
se aceptô como la verdadera forma del receptor citosôlico.

Por ultimo, senalar la existencia del receptor 5S que se obtiene a 
partir del receptor 4S por incubaciôn con estradiol a 25 o 37*C, me-- 
diante un proceso aûn no esclarecido. Este tipo de receptor habia si- 
do detectado en el nûcleo y se pensaba que era la forma activa del r£ 
cep tor 4S capaz de inducir respuesta nuclear. JENSEN .197̂  ; DE SOMBRE 
( 1980) y NOTIDES ( 197$.

Ante la variedad de formas obtenidas MULLER (1972) le atribuye al 
receptor una ccamposiciôn heterogénea en la que participan diversas = 
subunidades que se diferencian por sus parametros fîsicos y por su ca 
pacidad de unirse especîf icamente al estradiol. Tabla _1 .

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

Estos autores establecen las diferencias entre los receptores 4S = 
obtenidos por la acciôn de los iônes Ca** y por la tripsina, a los == 
que denominan receptores 4S ”modificados" con el receptor 4S ’’nativo" 
al que consideran la unidad bâsica déLreceptor. Este receptor se pue­
de obtener con gran rendimiento siempre que en el medio esté présente 
un inhibidor de las proteasas (antipapaina), no reagregandose ni en = 
medio hipertohico ni hipotônico. Sin embargo, al incubarlo con cito--
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TABLA

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

Coeficiente de 
Sediment. (S)

Radio 
Stokes (A)

Peso
Molecular

Ref.
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 »l Tt

4S-Modi£icado 4.5 35 65.000 M  ft

8S-FF 6.9 51 145.000 ft ft

Componente A 3.8 37 58.000 ft ft

Conç)onente B 1.8 18.5 13.700 ft ft

5S 5.5 60 136.000 ft ft

6S 6.5 60 162.000 ft If
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sol se transforma en el receptor 8S lo que indica la existencia = 
de algûn factor citoplasmâtico al que el receptor 4S se une para= 
rendir la forma 8S, y al que denominan "factor de formaciôn 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 disminuciôn de la 
fuerza iônica 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 constantes fîsicas (Tabla 1 ). Como puede conprobarse, la = 
suma de los pesos moleculares del receptor 4S nativo y del factor 
8S FF dan el peso molecular del receptor 8S. Caracterîsticas a == 
destacar de este factor son su incapacidad de enlazar especîfica-
mente al estradiol y la acciôn protectora que ejerce sobre el re­
ceptor 4S frente a la acciôn de las proteasas.

En cuanto a su composiciôn, el 8S FF esta constituido por dos 
subunidades A y B de naturaleza protéica en proporciôn 1:6. Ambas 
se unen al receptor 4S nativo para formar el receptor 8S en condî  
ciones hipotôhicas ,y al igual que el 8S FF ni la subunidad A ni la 
B se unen especîficamente al estradiol.

Con la identificaciôn de estos factores citoplasmaticos se ha= 
podido establecer como se relacionan entre sî las diferentes for­
mas del receptor. Se considéra que como constituyentes bâsicos -- 
existen en el citoplasma celular el receptor 48 nativo y los fac­
tores A y B antes citados. Estos factores A y B en relaciôn 1:6 = 
constituyen el factor 88 FF que al unirse al receptor 48 nativo =
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en condiciones de baja fuerza iônica rinde el receptor 8S.
Cuando el receptor 4S nativo se une a los factores A y B en d^ 

versas proporciones y en diferentes condiciones de salinidad se = 
obtienen las formas inteimedias 6S y 7S del receptor. Tabla 1 .

El receptor 5S se forma cuando el receptor 4S nativo se une -- 
unicamente al conçonente A, que por esta razôn también se le den£ 
mina "factor formador del receptor 5S" ô 5S FF. El receptor 5S no 
libera a su componente 4S ni en condiciones de alta fuerza iônica 
(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 prédomina la forma 5S sobre la 4S, habiendose= 
detectado también en este compartimente celular la presencia de = 
los factores A y B (MURAYAMA y FUKAI, 1981).

En adenohipôfisis e hipôtalamo se han reconocido receptores -- 
4S, 5S y 8S aunque no han s ido sometidos a un estudio tan intense 
como los receptores uterino s, dada su menor concentraciôn y la ma 
yor dificultad del proceso de su aislamiento. (TALLEY, 1975 ; -==
LINKIE, 1977; FOX, 1977; MILGROM, 1980).

Por ultime, hay que senalar 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 elle a pesar de conocerse la composiciôn 
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 uniôn con el estradiol. Se desconoce si las va 
riaciones que sufre su composiciôn son inducidas por el estradiol 
o si son simplemente consecuencia de la manipulaciôn de la mues-- 
tra.
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1.2.3.2.- Interacciôn receptor-estradiol: Enlaces,especificidad y afinidad.- 

Natural̂ ê ajie l̂ _i2t£rac£ionjr̂ ;̂tor̂ -£s;t̂  . -

Los estudios cristalogrâficos realizados sobre las diferentes mo 
léculas que interaccionan con el receptor y el conociraiento de la - 
especificidad y afinidad con que el receptor las liga, han aportado 
una valiosa informaciôn para dilucidar la naturaleza de la interac­
ciôn esteroide-receptor y las caracterîsticas del centro activo del 
receptor.

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

La energîa de la interacciôn es del orden de -12 Kcal/mol que se 
distribuye por igual entre los enlaces por puentes de hidrôgeno y = 
las fuerzas de Van der Walls. Los enlaces de hidrôgeno engendran == 
tensiôn y las fuerzas de Van der Walls numerosas interacciones déb^ 
les, por ello el locus de uniôn del receptor debe caracterizarse == 
por dos propiedades: rigidez y flexibilidad (DELETRE, 1980).

Para que un esteroide sintético compita con efectividad con la 
hormona natural, sus gnços polares han de ocupar posiciones equiva 
lentes a los de la hormona, de forma que sus distancias y orienta-- 
cioh permitan la formaciôn de los enlaces de hidrôgeno. La superpo 
siciôn de esqueletos de progestâgenos sintéticos con el de la proge£ 
terona natural obtenidos por cristalografîa por rayos X o por cal eu 
lo de geometria molecular arrojan unas diferencias entre dos carbo- 
nos homôlogos que no exceden de 0.2 Â .
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Hay que admitir que cuando se produce el enlace, t^to el este­
roide como el receptor sufriran distorsion y mutua adaptaciôn. La 
flexibilidad del esteroide depende del grado de saturaciôn, sien- 
do muy baja para los anillos mâs 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 diverses tipos* 
de hormonas y en general la especificidad disminuye con la flexibly 
lidad de la molécula. (RAYNAUD, 1980).

Sobre las caracterîsticas estructurales de la proteîna se tiene 
poco conocimiento, y aunque se dispone de la metodologia que pemd 
te purificar los receptores, no esta desarrollada en el grado que* 
se requiere para su estudio detallado. Probablemente la union con 
el esteroide introduzca algun câmbio conformacional. La influen-- 
cia que sobre la afinidad tiene la introducciôn de sustituyentes en 
diverses puntos del esqueleto esteroideo, sugiere que el esteroide 
esta en estrecho contacte con la proteîna en determinadas zonas co_ 
mo si ocupara un hueco hidrofôbico en la misma.

La naturaleza dual del esteroide, rigidez y flexibilidad, sugiê  
re un tipo de interacciôn intermedia entre los conocidos como mode 
lo "llave-cerradura" y modelo "cremallera". La uniôn podrîa ini—  
ciarse en un extreme del esteroide (por ejemplo el anillo A) a tra 
vés de un enlace de hidrôgeno y completarse posteriormente por == 
amoldamiento mutuo entre el esteroide y la proteîna. (BURGEN y Col. 
1975; FACHENKO y Col., 1979).

Ê specifi£idad Hel̂  receptor_por_e1̂  espeipMp. -

El receptor capta al estradiol con gran afinidad (Kd = 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 uniôn esteroide-recep 

tor se realizan en base a experimentos "in vivo" e "in vitro". Asî, 
se puede abordar el problem estudiando la retenciôn uterina de di­
ferentes compuestos estrogenicos marcados radiactivamente, y compa-- 
rarlos entre si y con el estradiol.

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

En estudios "in vitro" se ensayan los CŒiguestos que compiten == 
con el ^ - ^ 2  fs. uniôn al receptor y se compara su efectividad = 
con la del estradiol frîo.

De este tipo de experiencias se ha obtenido abondante informa—  
ciôn acerca del papel que juegan cada une de los anillos de la molp 
cula del estradiol y de las influencias que pueden ejercer sus sus­
tituyentes .

La naturaleza fenôlica del anillo A es esencial para que el estp 
roide se una al receptor. La testosterona no se une al receptor de 
estradiol. Por otra parte, la metilaciôn del grupo hidroxilo en C-3 
del estradiol origina una disminuciôn en su capacidad de uniôn al = 
receptor. El 3-acetato tiene sin embargo, la misma potencia que el 
estradiol, probablemente por la naturaleza electrofîlica del grupo* 
acetoxi.

Son escasos los conç)uestos que se han estudiado con sustituyen-- 
tes en los anillos B y C del esteroide. La hidroxilaciôn en C-11 se 
sabe que hace disminuir la captaciôn, probablemente a causa del efec 
to estérico que tambien 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 

figuracion beta a alfa del hidroxilo en posiciôn 17 decrece la cap­
taciôn por el receptor aunque no la élimina 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 isomerîa estructural influye sobre la for­
maciôn del complejo hormona-receptor, tambien es importante el iso-
merîsrao ôptico. La antipoda (+) del 17-beta-estradiol es cien veces 
mas activa que el isômero (-).

Se ha sugerido que los sustituyentes sobre la cara alfa de la n»
lécula iiiçjîden la estrecha yuxtaposiciôn necesaria entre el esteroî  
de y la macromo lécula, aunque se conocen algunos casos que contra- 
dicen esta teorîa, asî, el 17-alfa-etinilestradiol es un ligando -- 
tan potente como el 17-beta-estradiol. El alto nivel de captaciôn = 
absoluta de este compuesto por el utero quizâ sea un reflejo de la 
alta concentraciôn que se mantiene en plasma como consecuencia de = 
su lenta metabolizaciôn.

En lo que respecta al C-16, la hidroxilaciôn en este carbono tam 
bien reduce la captaciôn, aunque no la anula. Es conocida la menor* 
afinidad del estriol por el receptor en comparaciôn con la del es-- 
tradiol. Sobre los efectos de los sustituyentes en esta posiciôn,al 
no ser verdaderamente axiales ni ecuatoriales, sus efectos antagônî  
COS deberîan ser menos marcados que los esperados si se adopta el * 
modelo de uniôn a la proteîna por la cara alfa del esteroide. El == 
isômero 16-beta es mas efectivo en su uniôn al receptor que el 16- 
alfa en el caso del estriol, lo que apoya la teorîa 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 = 
respecto al estradiol en su union con el receptor.

Cg^uestos no_ esteroideos .- El numéro de compuestos con actividad* 
estrogenica y naturaleza no esteroidea crece sin cesar. La molécula 
debe réunir algunos de los requisitos descritos anteriormente en * 
cuanto a la disposicion de los girpos que se unan al receptor, y ** 
del result ado de esta union dependera su mayor o menor efectividad* 
como estrd̂ eno.

El dietilstilbestrol (DES) es un potente estrogeno, aunque se ** 
desconoce el modo en que ejerce su accién. En términos absolûtes, a 
una concentraciôn cien veces si:perior al estradiol, es capaz de -- 
inhibir en un 90-100% la uniôn de la hormona natural al receptor, y 
présenta una efectividad en desplazar al ^-E2 de los receptores * 
comprendida entre el 150 y 290% superior a la del estradiol frîo.De 
bido a esta propiedad se le usa en experimentaciôn como competidor* 
en las reacciones de desplazamiento del Ĥ-E2 del receptor.

El hexoestrol fué uno de los primeros compuestos con actividad = 
estrogénica que se sintetizaron, tiene una vida media similar a la 
del estradiol, y el nivel de captaciôn por el utero después de una 
(mica inyecciôn in vivo, es mas alta que la que produce el estra--* 
diol.

Numerosos productos usados en clînica como antagonistas de la ac 
tividad estrogénica (antiestrôgenos, 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 suf icientanente al tas como para* 
lograr la saturaciôn del receptor a pesar de su baja afinidad, si = 
bien no se descarta que pueda actuar por otras vîas en las células. 
(DIX, 1980; KORACH, 1979; BLACK, 1981; DE BOER, 1981 ; KATZENELLEN- 
BOGEN, 1979; MAIRESSE, 1979 y KING, 1980).
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Minid^ de 1̂ reçe2tor_por_el_ es ter o Lie . -

La afinidad se define experimentalmente como la concentraciôn de hor 
mona libre necesaria para mantener saturados a la mitad de los recepto 
res disponibles. En este sentido, cuanto menor sea esta concentraciôn, 
mayor sera la afinidad de la uniôn hormona-receptor.
Considerando la reacciôn entre el esteroide y el receptor que condu­

ce a la formaciôn del complejo E-R:

E + R ER

en la que y K .j son las constantes de velocldad de las reacciones 
de asociaciôn y de disociaciôn.

En el equilibrio, cuando las velocidades en sambos sentidos sean - 
iguales:

K+1 |E| 1R| = K., |ER|

M M  = -il = K, (13
lERl

K̂ , constante de disociaciôn, représenta la concentraciôn de sustrato 
para la cual el 50% de los receptores estân ocupoados por la hormona.

Cuanto menor sea el valor de K̂ , mayor afinidad tendrâ el esteroi­
de por su receptor. Los valores de esta constantte para el estradiol y 
sus receptores en utero, adenohipôfisis e hipotalamo oscilan entre == 
10  ̂y 10 mientras que la interacciôn estraidiol albûmina arroj a= 
un valor de del orden de 10 lo que indicm una baja afinidad en 
relaciôn con la de la interacciôn con su receptcor.
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La determinaciôn de la constante de disociaciôn puede abordarse de 
un modo directo, mezclando los reactivos y valorando las concentraci£ 
nés una vez alcanzado el equilibrio, o bien indirectamente, a partir* 
del câlculo previo de las constantes de velocidad. Experimentalmente* 
el primer método es mas abordable y sencillo aunque su informaciôn es 
menor al no reflejar la contribuciôn de las constantes de velocidad * 
al valor definitivo de la K̂ .

De la ecuaciôn (1) y considerando a Rmax como la concentraciôn to­
tal de receptores:

Rmax = |ER| + |R|

|R| * Rmax - |ER|

sustituyendo en (1)

|E| (Rmax - |ER| ) , g 
|ER| ^

de donde:

|ER| = - 1 ê 1 — S ï S L .  (2)
|E| * h

Ecuaciôn que establece la relaciôn entre el esteroide libre y la con­
centraciôn del mismo ligado al receptor. Su presentaciôn grâfica es = 
una rama de hipérbola ÇFig. 2 fa) .Pag. 24 ) cuya as into ta corresponde a 
la saturaciôn de los receptores présentes.

La relaciôn (2) puede linearizarse de varias formas.
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!—  (Fig. lib))
|ER| Rmax %E| Rmax

cuya representacion es una recta de ordenada en el origen 
1/Rmax y la interacciôn con las abcisas

b) j m . m g x . _ L  |ER| (Fig.2(c))
|El

que es la ecuaciôn de Scatchard, donde la interacciôn con = 
las abcisas da el valor de |ER|=Rmax. y la pendiente el de = 
la constante de disociaciôn ( -1/K̂ ).

La representaciôn grâfica de Scatchard es la mas utilizada. Da ma­
yor consistencia a los datos obtenidos a bajas concentraciones de li­
gando, y grâficamente mues tra cualquier desviaciôn perdiendo su linea 
ridad cuando la proteîna receptora posee mas de un lugar de uniôn es- 
pecîfico para la hormona ,y a concentraciones de esteroide muy superio 
res a la de saturaciôn al manif es tarse la presencia de las captacio-- 
nes de baja afinidad.

La representaciôn grâfica recîproca 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.
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lERI

Rmax.

(a)

|ER|/|E

m=-1/Kd

Rmax.

ER

(b)

1/ |ER|

-1/Kd 1 / E

(c)

(a) Curva de saturaciôn; (b) Representacion de Scatchard;
(c) Representacion recîproca.
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1.2.4.- TRANSLOCACION DE LOS COMPLEJOS ESTROGEND-RECEPTOR AL NUCLEO. ACTIVACION 
DEL RECEPTOR.-

La diferencia de coeficiente de sedimentaciôn entre el receptor cito 
sôlico y el nuclear (PUCA y BRESCIANI, 1968) proporcionô la primera eyi 
dencia a favor de la existencia de una transformacion intracelular del= 
receptor tras su union al estradiol. A este fenômeno se le denomina ac- 
tualmente activaciôn del receptor, y guarda estrecha relaciôn con su == 
translocaciôn al nûcleo.

La forma nuclear SS del receptor fué descri ta por DE SOBRE (1967) en 
el extracto nuclear de ûteros con KCl 0.4 M, que previamente habîan si- 
do incubados con %-E2 . Por ello se admitiô que el receptor nuclear era 
una forma alterada del receptor citosôlico (GORSKX, 1968).

Esta hipôtesis fué apoyada por varios hechos expérimentales. Se com- 
probô que tras exponer ûteros troceados al estradiol a 37® C, la mayo-- 
ria de la hormona se localizaba en el conpartimento nuclear, mientras = 
que a 2°C el estradiol permanece en el citosol para ir apareciendo en 
los nûcleos a medida que se aumenta gradualmente la temperatura. Parale 
lamente JENSEN y Col. (1968) demostraron que el receptor SS nuclear,que 
tambien se aislaba en nûcleos de rata que habîan sido tratadas previa-- 
mente con estradiol, puede obtenerse siempre que en el medio de incuba- 
ciôn se incluya citosol que contenga receptores.

En base a estas observaciones se propuso el conocido modelo de tran_s 
locaciôn en dos pasos del receptor (JENSEN, 1972), en el que el recep-- 
tor citoplasmatico tras unirse al estradiol se transforma en 5S, forma- 
activada que es translocada al nûcleo. En la Fig. 3 se représenta el 
esquema original completado con aportaciones posteriores (O’MALLEY y = 
MEANS, 1974; GORSKI y GANNONG, 1976; JENSEN, 1979 y MÜLDOON, 1980).

El aspecto mas débatido de este modelo es el referente al lugar celu 
lar donde se produce la activaciôn del complejo ER. Algunos autores --
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coinciden en afixmar que el proceso ocurre a nivel nuclear y no en el 
citosol como fue originariamente propuesto. En esta lînea estân los = 
trabajos de LINKIE y SIITERI (1978) que han detectado en nûcleos de ra 
tas inmaduras la presencia de receptores 4S ademâs de los 5S, observan 
do que tras la administraciôn de estradiol se produce un aumento pro-- 
gresivo de la forma 5S simultâneo con la disminuciôn de los receptores 
4S. Ademâs, el que la presencia de ̂ iA favorezca la activaciôn de los 
complejos hormona-receptor (YAMAMOTO, 1972), y el que se haya detecta­
do en nûcleos la presencia del factor formador del receptor 5S (5S FF) 
(MURAYAMA y FUKAI, 1981), son hechos que favorecen esta hipôtesis.

Por otra parte, se ha demostrado con estudios autorradiogrâficos =**- 
(SHERIDAN, 1979; MARTIN y SHERIE^, 1979) la presencia de receptores = 
en el nûcleo 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 nûcleo manteniendose su 
concentraciôn en equilibrio entre ambos compartimentos, y que la pre-- 
sencia de la hormona induce la formaciôn del conplej o y su posterior = 
activaciôn es la que produce su fijaciôn en el nûcleo al verse aumenta 
da la nucleofilia del receptor.

El mecanismo a través del cual se produce la transformaciôn del com 
pie jo E-R de su forma 48 a 58, es hoy en dia desconocido. N0TIDE8 y = 
col (1975) estudiaron la cinética de la reacciôn encontrando que era = 
de segundo orden, por lo que propusieron que la activaciôn lleva impl_i 
cita una dimerizaciôn entre dos unidades 48 del receptor o entre una = 
unidad 48 y otra molécula de parecidas caracterîsticas y présente en = 
el citosol a una concentraciôn 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 activaciôn revelaron una cinéti­
ca de primer orden favorable a la hipôtesis del cambio conformacional.
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Recientemente se ha publicado un detallado estudio sobre el fenôiæ 
no de la activaciôn en el que se discute fundamentalmente la metodolô  
gîa en uso (MILGRCM, 1981),y que reconcilia ambas posturas al conside- 
rar que posiblemente el proceso de activaciôn ocurra en dos etapas:

E-(4S) E-(4S>*^=i E-(5S)* .

donde la primera es una reacciôn de primer orden en la que se activa = 
el cpmplejo E-R manteniendo su coeficiente de sedimentaciôn 4S, y la = 
segunda etapa corresponde al proceso de dimerizaciôn con una cinética= 
de segundo orden, en la que el conplej o 4S activado se une a otra mol£ 
cula o a SI mismo para formar el complejo 5S activado.

La mayorîa de la investigaciôn dirigida a estudiar la activaciôn y 
translocaciôn de los receptores se ha realizado fundamentalmente en t£ 
jido uterino, por su mayor contenido en receptores y por la menor difî  
cultad de manipulaciôn.

En adenohipôfisis el proceso de activaciôn del receptor citosôlico= 
coincide con el observado en ûteros (LINKIE, 1977).

En hipotâlamo su estudio résulta una tarea mas dificil, dados los = 
problemas asociados al trabajo bioquîmico en esta ârea cerebral. Algu- 
nas comunicaciones han manifestado diferencias con respecto a lo obser 
vado en ûtero. FOX y JOHNSTON (1974) y FOX (1977) demostraron que la = 
transformaciôn del receptor citosôlico a la forma 5S al ser expuesto a 
DNA-celulosa, es mas lenta que en ûtero. LINKIE (1977) corrobora esta* 
opiniôn al detectar en ûtero y adenohipôfisis de ratas inmaduras la == 
presencia de receptor 5S tan pronto cano a los très minutes de la in-- 
yecciôn de estradiol, mientras que a nivel hipotalâmico el proceso de 
activaciôn requiere de 30 a 60 minutes. Se ha sugerido que estas dife­
rencias podrîan 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 estimulaciôn de la secreciôn gonadotrôfica 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 accion de los estrô 
genos, establece que el complejo estradiol-receptor una vez en el nû-- 
cleo se une especificamente a algun conç)onente de la cromatina. Esta - 
interacciôn, se considéra que es la responsable de la estimulaciôn de 
la sintesis de RNA y proteînas 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 uniôn de alta afinidad 
del represor con un numéro limitado de locus del lac-operon, a través* 
de la cual se modula la expresiôn genêt ica (GORSKI y GANNONG, 1976).

La existencia del aceptor nuclear de los complejos estradiol-recep­
tor, no ha sido demostrada experimentalmente. Su amplia aceptaciôn se= 
basa en hechos taies como el que la interacciôn ER-crcanatina es resis- 
tente a altas concentraciones salinas (CLARK y PECK, 1976), y el que* 
ademâs estas uniones sean especîficas para los tejidos diana de los es_ 
trôgenos (KING y MAINIVARING, 1974).

Son numerosas las investigaciones que se han desarrollado con el = 
propôsito 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 unîan a la cromatina cruda. 
De los conç)onentes de la cromatina que pudieran ser responsables de la 
uniôn con el complejo E-R, SPELBERG (1971) descartô la posibilidad de 
que fueran las histonas, al constatar que el complejo se unîa con tan­
ta afinidad a la cromatina Integra como a la que se habîa desprovisto* 
de dichas proteînas.

O’MALLEY (1976) demostrô que la uniôn con el DNA no es especîfica.* 
El complejo E-R se une al DNA desprovisto de sus componentes protéicos 
al margen de que procéda de una célula diana o no. Recientemente se ha
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demostrado ademâs, a través de clonar el gen de la ovoalbûmina de ovi- 
ducto de polio para incrementar el numéro de lugares del DNA suscepti­
bles de reconocer a los couplej os progesterona-receptor, que éstos se 
siguen uniendo a cualquier punto del gen, s in mostrar preferencia aigu 
na por determinadas secuencias de bases (HUGUES y Col., 1981).

Las nucleoproteînas no histônicas de caracter âcido, son considera- 
das hoy dia los candidatos mâs probables para desempenar el papel de = 
aceptores nucleares. Son mucho mas heterogéneas que las histonas y su= 
compos icion varia notablemente de un tejido a otro.

SPELBERG (1971) encontrô que una determinada clase de nucleoproteî­
nas acîdiças, la fracciôn AP^ , proporcionaba a la cromatina la capacî  
dad para captar al conplejo E-R, de modo que la cromatina de una célu­
la diana perdîa su capacidad para retener al ccanplejo cuando dicha ==
fracciôn se extraîa. Tambien demostrô que la cromatina de células no =
diana de estrôgeno a las que se le anadîa la fracciôn AP̂ , adquirîan *
capacidad de retener el complejo estrôgeno-receptor. Tras estas expe-- 
riencias se ha aceptado que las proteînas âcidas proporcionan la espe­
cificidad de la interacciôn, aunque no prueban definitivamente que == 
sean los lugares de interacciôn intranucleares.

En la actualidad, existen dos corrientes de opiniôn acerca de la = 
naturaleza de esta interacciôn, los defensores de la "interacciôn actî  
va" , que piensan que los verdaderos aceptores son las proteînas y que 
la uniôn complejo-DNA es un artefacto, y los que propugnan la"interac- 
ciôn pas iva" que atribuyen al DNA la naturaleza de aceptor y a las pr£ 
teînas no histônicas la responsabilidad de la especificidad, determi-- 
nândo la regiôn del DNA accèsible al receptor e induciendo la correcta 
conformaciôn para la aceptaciôn del conç)lejo E-R. (YAMAMOTO y ALBERT, 
1976; ROCHEFORT y Col. (1980).

Otro problema por resolver es conocer la proporciôn de las interac-
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clones de los conç>lejos 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 estrôgenos parecen afectar a la totalidad de * 
la cromatina;se ha observado en ûtero (VIC y Col., 1978) que el estra-- 
diol dispersa rapidamente a la total idad de la cromatina condensada de 
las células epiteliales. La captaciôn de actinomicina D, résulta incre- 
mentada en las mismas condiciones (LEROY y Col., 1972; LECLERCQ y Col., 
1973), siendo tambien muy alto el nûmero de lugares de uniones de la * 
RNA polimerasa que quedan desenmascarados por la acciôn de los estrôge­
nos (LEROY y Col., 1972). Estos y otros resultados revelan que el nûme­
ro de genes diferentes cuya transcripciôn se ve alterada es muy elevado, 
y son cons is tentes con la hipôtesis que considéra que todos los acepto­
res son operativos.

Son tambien numerosas las investigaciones que apoyan la posibilidad* 
que el nûmero 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 nûmero limitado de uniones nuclea­
res de larga duraciôn y resistentes a la extracciôn con KCl 0.4 M estân 
implicadas en la estimulaciôn del crecimiento uterino (CLARK y PECK, -- 
1976). En esta lînea esta tambien la observaciôn hecha en células OlF-7 
que el nûmero de proteînas especîficas cuya sîntesis 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 sistanas que no responden a los = 
estrôgenos, en los que la translocaciôn y la acciôn nuclear estân 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 estrôgenos, al me 
nos en lo que respecta a parâmetros como el crecimiento o la inducciôn 
de receptores de progesterona. En ellos, existen receptores citosôli-- 
cos que son translocados al nûcleo en la misma proporciôn que en las = 
células que responden a los estrôgenos.

El hecho que los antiestrôgenos tamoxifen y nafoxidina sean capaces
de producir translocaciôn de receptores citosôlicos y captaciôn nu---
clear, y sin embargo fracasen en estimular la respuesta, es explicable 
dentro de esta lînea, à se considéra que los confie j os ant ies trôgenos- 
-receptor no adquieren la correcta conformaciôn para unirse a los efec­
tores .

Una variante de estas dos situaciones es la propuesta por YAMAMOTO, 
(1976) que considéra 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 ŒLULAR AL ESTRADIOL. UTERO, HIPOFISIS E HIPOTALAMO .-

Los ôrganosdiana del estradiol son numerosos, y el grade de con-= 
trol que el estradiol ejerce sobre ellos es bastante variable. La mâ 
xima respuesta es obtenida a nivel del ûtero, donde la administra— = 
ciôn de estradiol, desencadena en ratas castradas e inmaduras una se- 
cuencia de acontecimientos de tipo bioquîmico y fisiolôgicc que cul- 
minan en el crecimiento del tejido.

El désarroilo uterino inducido por el estradiol, se manifiesta en 
un periodo de unos dias e incluye el aumento de todas las activida-- 
des metabôlicas, asî como el incremento en la captaciôn de agua,de - 
la vascular izaciôn y de la divisiôn celular, con el désarroi lo del - 
endcmetrio caracterîstico de la fase proliferativa del ciclo sexual* 
y el engrosamiento del micmetrio.

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

El primer fenômeno que se observa es la captaciôn de la hormona * 
por el citoplasma celular, seguido por la râpida apariciôn del estra 
diol en el nûcleo. A los 10 minutos de la inyecciôn puede detectarse 
sîntesis de RNA especîfico para una proteîna tambien especîfica, la 
IP (Induced Protein) (KATZENELLENBOGEN y GORSKI, 1975; MAIRESSE y == 
GALAND, 1979). Entre los 15 y 30 minutos se détecta incremento en la 
actividad de la RNA polimerasa II.

Una hora después del tratamiento con estrôgenos, se manif iestan = 
aumentos de algunos parâmetros metabôlicos en el metabolismo de la 
glucosa (SMIIH y GORSKI, 1968), sîntesis de fosfolîpidos (AIZAWA y * 
MULLER, 1961; SPOORE y GORSKI, 1972), la actividad de la RNA polime­
rasa I que gobiema la sîntesis de RNA ribosomico (COURVELIN, 1976), 
aumento en la actividad de la crœiatina uterina para la sîntesis de
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TABIA 2

o

g
U

Q
C/DI
S

1_ 0.05

_ 0.1

0.01 Captaciôn de E2 por citoplasma 
Captaciôn de E2 por nûcleos

- 0.5

h 5

-  10

20 

30

RNA polimerasa II nucleoplâsmica 
Sintesis de RNA para la IP

Sintesis de IP

RNA polimerasa I nucleolar 
Sintesis-de fosfolîpidos y 
metabolizaciôn de glucosa
Edema
Sintesis de proteînas

Aimento neto de RNA 
Aumento neto de proteînas
Sîntesis de histonas y DNA
Divisiôn celular

EFECTOS DE LA INYECCION DE ESTR^IOL 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 gobiema la sîntesis de los RNAm.

A pesar de la tençrana activaciôn de las polimerasas, el aumento* 
en el contenido de RNA no es significative has ta una hora después de 
la administraciôn de la hormona y se prolonga entre las 8 y 12 horas.

La sîntesis protéica se présenta activada entre las 2 y 4 horas * 
en ratas inmaduras, aunque su incremento neto no se détecta hasta ** 
las 24 horas.

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

En lo que respecta a la adenohipôfisis, si bien son numerosas las 
comunicaciones sobre los efectos générales que los estrôgenos ejer-- 
cen sobre este tejido, como son la inhibiciôn de la secreciôn de go- 
nadotrofinas, aimiento de peso, aumento de mitosis e hipeiplasia 
(KAPP y FOX, 1981), son escasos los trabajos que cuantifican la res­
puesta de este tejido al tratamiento con estrôgenos. CONVEY y REECE, 
(1969) encontraron fluctuaciones en el contenido de âcidos nucléicos 
durante el ciclo del estro. ROBINSON y LEAVITT, (1972) en ratas ova- 
riectomizadas y DIAZ CHICO y Col. (1980) en ratas prepûberes registry 
ron variaciones en los niveles de DNA, RNA y protefnas tras la admi­
nistraciôn de estradiol. SPONA y Col. (1980) han cuantificado la sîn 
tes is de RNA detectando su mâxima concentraciôn a los 90 minutos de* 
la aplicaciôn de los estrôgenos.

En hipotâlamo se conoce que los estrôgenos pueden causar cambios* 
de corta duraciôn en la actividad neuronal, tambien résulta alterada 
la actividad tanto de enzimas metabôlicas 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.
KEENER y Col. (1980) han sido los primeros en demostrar que la ad 

ministracion de estradiol produce la activaciôn 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—  
ciôn de ambas. La falta de actividad en hipotâlamo de la RNA polime­
rasa I se relaciona con la ausencia de hipertrofia y de hiperplasia* 
en este tejido tras la administraciôn de estrôgeno.
Mucho mejor conocidosson los efectos del estradiol sobre el con—  

trol hipotalâmico-hipofisario de su propia secreciôn, a través de la 
secreciôn de la hormona hipotalâmica liberadora de gonadotrofinas = 
(LH-RH) y de las propias gonadotrofinas, hormonas luteinizante (LH)y 
foliculoestimulante (FSH). En términos générales puede decirse que = 
el estradiol segregado por el ovario durante la fase folicular del * 
ciclo sexual, produce un efecto sensibilizante de la hipôfisis a la 
IH-RH. El ascenso de los niveles plasmâticos de estradiol la tarde * 
del diestro-noche del proestro es inprescindible para que se desenca 
dene el pico ovulatorio de liî y FSH. Posteriormente el estradiol jim 
to con la progesterona ejerce un efecto inhibitorio de la secreciôn 
de gonadotrofinas, actuando a nivel de hipotâlamo y de hipôfisis. E£ 
ta inhibiciôn terminarâ provocando la disminuciôn de la secreciôn de 
estradiol en la fase luteal y el inicio de un nuevo ciclo ovârico.

Las activaciones del estradiol a nivel hipotalâmico y adenohipof^ 
sario se realizan a través de receptores estrogénicos, pero la se—  
cuencia de acontecimientos desde la llegada del estradiol y su uniôn 
al receptor, hasta la manifestaciôn de sus efectos inductores o -- 
inhibidores de la liberaciôn de hormonas no son bien conocidos.

La rata castrada se caracteriza por su elevado ritmo de secreciôn 
de gonadotrofinas, como consecuencia de la siçresiôn del efecto feed­
back negative que las hormonas ovâricas ejercîan sobre su secreciôn.



36 . -

La inyecciôn de dosis de 0.2 pg/kg de estradiol o mayores, resta- 
blecen el efecto feed-back y la secreciôn de gonadotrofinas disminu­
ye drasticamente, mientras que dosis menores no producen efecto not£ 
rio sobre la secreciôn de gonadotrofinas (KREY y Col, 1979). Como se 
verâ mas adelante ello no implica que los tejidos diana sean indife- 
rentes a dosis bajas de estradiol.

Los detalles acerca de la evoluciôn de las concentraciones plasma 
ticas de hoimonas a lo largo del ciclo sexual y en la castraciôn,asî 
COTio su regulaciôn recîproca excede de los limites de este trabajo.
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1.2.7.- OTROS RECEPTORES ESTROGENICOS: REŒPTORES TIPO II .-

Las caracterîsticas de la uniôn esteroide-receptor se han eva 
luado a través de los anâlisis de saturaciôn en los que normal-- 
mente se cubre un rango de concentraciones comprendidas entre = 
0.1 y 20 nM (1.2.3.2; 3.1.3). Estos valores constituyen unos li­
mites adecuados para la medida de los receptores clâsicos tipo I 
que tienen una constante de disociaciôn en tomo a 1 nM.

Al ampliar el margen de concentraciones en los anâlisis de == 
saturaciôn de receptores en ûtero de ratas prepûberes, ERIKSSON 
y Col. (1978) detectaron un nuevo tipo de captaciôn especîfica.- 
Para citosol se obtuvo una curva que no alcanzô la meseta de sa­
turaciôn y con la fracciôn nuclear se diô una curva de tipo sig- 
moideo. A este nuevo tipo de captaciôn, que se demostrô era espe 
cîfica para el estradiol, se le denominô 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
rîsticas e intentado establecer su significaciôn fisiolôgica.

El receptor citosôlico tipo II se caracteriza por su baja a f i  

nidad por el estradiol (Kd = 30 nM) y su alta capacidad (2 pmol/ 
ûtero). Sedimenta en la regiôn 4S en gradiente de sacarosa en un 
medio de baja fuerza iônica, y no sufre translocaciôn al nûcleo* 
tras la administraciôn de estradiol como lo hace el receptor ti­
po I.

Por haber sido detectado inicialmente en ratas prepûberes, se 
pensô que este tipo de captaciôn era debida a las alfa-fetopro-- 
teinas. Posibilidad que hoy se ha descartado al demostrarse su * 
presencia en citosol de ûtero de ratas adultas castradas y al =
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conprobarse su especificidad por el estradiol.
Su significaciôn fisiolôgica se desconoce. En la actualidad 

se especula entre la posibilidad de que pudieran ser precurso­
res de los receptores tipo I, o que fueran proteînas de origen 
extracelular que ayuden a la acumulaciôn de estrôgenos en los= 
tejidos, actuando como agentes concentradores de la hormona.

A nivel nuclear, la constante de disociaciôn de los recepto 
res tipo II no ha podido ser calculada con exactitud dada la = 
naturaleza sigmoidea de la curva de saturaciôn y por la forma* 
hiperbdlica del correspondiente plot de Scatchard. Su valor = 
aproximado se ha determinado a partir de la curva de satura—  
ciôn, calculando la concentraciôn de ^-E2 que se précisa para 
saturar a la mitad de los receptores, y ha resultado conprendî  
da entre 16 y 20 nM (MARKAVERICH, 1979).

Los receptores tipo II nucleares no parecen procéder de los 
tipo II citosôlicos, ya que éstos no son translocados al nû—  
cleo. S in embargo, tras la inyecciôn de estradiol su concentra 
ciôn nuclear se ve aumentada, por lo que se ha sugerido que ** 
pudieran activarse por la presencia de los receptores tipo I * 
en el compartimente nuclear. La retenciôn nuclear de los rece£ 
tores tipo II en ûtero de ratas prepûberes es mayor que la de* 
los tipo I permaneciendo elevadosdurante 24 o mas horas, por = 
lo que se piensa pudieran estar relacionados con la respuesta* 
uterotrôfica a los estrôgenos, (MARKAVERICH, 1979, 1980).

Recientemente se han hecho estudios dirigidos a investigar* 
la presencia de este nuevo tipo de receptores en adenohipôfi-- 
fisis y en hipotâlamo (KELKER, 1981) utilizando ratas adultas* 
ovariectomizadas e hiperesttrogenizadas. Los resultados no fue­
ron positivos en el sentido de detectar la existencia de rece£
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tores tipo II en estos tejidos diana de los estrôgenos. Su ausen­
cia en hipotâlamo es consistente con la hipôtesis anteriormente = 
senalada que sugiere que los receptores tipo II estân relaciona-- 
dos con el control estrogénico de la hipertrofia y de là hiperpla 
sia, respuestas que no se dan en este tejido. Sin embargo, en ad£ 
nohipôfisis no puede justificarse la ausencia de receptores tipo* 
II con tal argumento, ya que, esta glândula responde a la acciôn* 
de los estrôgenos 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 ESTRADIOL. 
CONOCIMIENTO ACTUAL DEL CICLO DEL RECEPTOR .-

El significado de la distribuciôn intracelular de los receptores 
tras el estimulo hormonal y la regulaciôn de su concentraciôn, se = 
consideran como requisitos fundamentales para comprender el mecani_s 
mo de acciôn de las hormonas esteroideas. El estudio del ciclo del 
receptor en las fracciones citosôlicas y nuclear de los tejidos dia 
na al estradiol, han sido objeto de intensa investigaciôn y revisa- 
do recientemente por GORSKI (1976), MULDOON (1980) y JENSEN (1982).

En las células de los tejidos diana existe una continua produc-- 
ciôn y degradaciôn de receptores que mantiene su concentraciôn equ£ 
librada. La administraciôn de estrôgenos provoca una perturbaciôn = 
en este equilibrio de modo que inmediatamente después de inyectar = 
estradiol se observa una brusca dianinuciôn en la concentraciôn de 
receptores citosôlicos (fase de depleciôn citosôlica), como conse-- 
cuencia de la translocaciôn de los complejos E-R formados al nûcleo. 
Después de un intervalo de tiempo de duraciôn variable, y probable­
mente relacionado con la dosis de la hormona, se manifiesta el pro­
ceso de repleciôn en el que se observa un aumento progrèsivo en la 
concentraciôn de Rc hasta recuperar la concentraciôn basai e inclu­
se llegar a superaria (fase de sobretiro).

A nivel nuclear, y como respuesta a la depleciôn citosôlica, se 
produce un aumento en la concentraciôn de receptores nucleares aigu 
nas horas después de la inyecciôn, para regresar posteriormente a = 
los niveles de concentraciôn basales.

La evoluciôn de la concentraciôn de los receptores nucleares ob- 
servada en los tejidos diana de los estrôgenos, tras la administra­
ciôn de dosis de estradiol comprendidas entre 0.1 y 20 pg/kg, des-- 
cribe una trayectoria que es una imagen espeoular de la que presen-
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tan los receptores citosolicos. Esto es, el aumento inicial se co-- 
rresponde con la deplecion citosolica, el raaximo de Rn coincide con 
el minimo de receptores citosolicos y el retomo a los valores con­
trol es simultâneo con la fase de replecion.

El aumento inicial en la concentracion de los receptores nuclea- 
res se atribuye fundamentalmente a la presencia de los receptores = 
citosolicos que han entrado conplejados al estradiol, y su poste—  
rior disminuciôn se piensa que es debida bien a su degradaciôn tras 
la acciôn nuclear o a su salida al citosol.

En la repleciôn citosôlica participa la sîntesis de receptores = 
inducida por el estradiol. KING y MA.INWARING (1974) han sugerido == 
que existen dos procesos de sîntesis de receptores, uno inducido = 
por la hormona y otro independiente de los estrôgenos, apuntando = 
ademas que los diferentes modos de repleciôn observados pudieran e^ 
tar relacionados con la dosis de la hoimona utilizada.

El papel que juega la sîntesis proteica en la fase de repleciôn* 
ha sido revisado por MA.IRESSE (1979) condensando los resultados ob- 
tenidos por GORSKI y BAULIEU que utilizaron cicloheximida como irüû 
bidor de la sîntesis proteica. Este autor considéra que en el proc£ 
so de repleciôn citosôlica participan dos mecanismos diferentes: =
uno que depende de la sîntesis continua de proteînas o proceso sin- 
tético , y otro que es independiente de tal sîntesis y que denomina 
proceso de reactivaciôn.

El proceso de reactivaciôn ha sido observado en citosol de utero 
de ratas prepuberes (MESTER, 1974) cuando la depleciôn citosôlica = 
supera el 50%, situaciôn que se da preferentemente con dosis de es­
tradiol superiores a 1 pg/kg. Ademâs cuando la repleciôn es debida* 
unicamente a reactivaciôn o reciclamiento de los receptores, no se 
ha conseguido restablecer totalmente la concentraciôn basai, siendo
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precisa la sîntesis proteica inducida para recuperar totalmente su 
concentraciôn. Ante esto, se ha establecido que la sîntesis protei­
ca es necesaria para lograr una compléta recuperaciôn, asî como pa­
ra que se produzca sobretiro.

La existencia de dos procesos independientes para la repleciôn = 
de los receptores citosôlicos, también ha sido sugerida en base a = 
estudios hechos con progesterona como inhibidor de la repleciôn in­
ducida por los estrogenos, (M/VIRESSE, 1979).

Los trabajos de CIDLOWSKI (1978) y MULDOON (1980) han introduci- 
do la participaciôn de los microscaiias en el mecanismo por el que se 
régula la concentraciôn de los receptores citosôlicos. Estos auto-- 
res consideran que el proceso de regulaciôn puede ser triple : a)Las 
cêlulas de los tejidos diana tienen la propiedad constitutiva de = 
sintetizar receptores, proceso que se activa por el estradiol y que 
da como resultado la apariciôn de receptores de nueva sîntesis en = 
el citosol; b) A medida que la concentraciôn de estradiol circulan­
te aumenta parte de los complejos receptor-estradiol nucleares pue- 
den abandonar el nûcleo alojandose en los microsomas durante un == 
tierapo, tras el cual el complejo intacto es liberado al citoplasma* 
con capacidad de volver a ser translocado al nûcleo (fenômeno de == 
reutilizaciôn del complejo). El tercer mecanismo posible (c) se pro 
ducirîa cuando la concentraciôn de estradiol endôgena sea elevada,* 
en este caso los complejos E-R nucleares se disociarîan, permitien- 
do el retomo de receptores libres al citoplasma, con capacidad de 
volver a complejar al estradiol(regeneraciôn del receptor). En este 
esquema los microsomas intervienen en el procesamiento de los rece£ 
tores actuando como reservorio de complejos E-R y regulando su dis- 
tribuciôn entre el nûcleo y el citoplasma, haciendo ademâs que la = 
célula diana pueda responder con mayor efectividad ante un nivel de 
terminado de estrôgenos.
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A la vista de esta hipôtesis se podria especular que con dosis = 
elevadas, el exceso de couplej os E-R que alcanzan el nûcleo en rela 
ciôn con la dotaciôn de aceptores nucleares, pudiera ser reciclados 
directamente al citosol o tras sufrir un proceso de reactivaciôn a 
nivel microsômico ; y que para dosis bajas, el proceso de repleciôn* 
es unicamente debido a la sîntesis proteica.

En la Fig. 3 se hace un esquema resumen de las posibles rutas a 
seguir por los receptores en las cêlulas diana tras recibir el estî  
mulo del estradiol. Los aspectos de mayor confusiôn son los relacio 
nados con el destine tanto del receptor como del esteroide tras con 
sumar su acciôn biolôgica en el nûcleo.
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FIG. 5

ESQUEMA DEL CICLO DEL RECEPTOR EN LA CELULA DIANA TRAS EL ESTIMULO DEL
ESTRADIOL.
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Entrada del estradiol en la célula.
Formaciôn del complejo estradiol-receptor citosôlico.
Activaciôn del complejo estradiol-receptor por uniôn a un factor X.
Translocaciôn del complejo estradiol-receptor activado al nûcleo.
Fijaciôn del complejo a los lugares aceptores cromiatînicos.
Producciôn de efectos a través de la activaciôn del genoma.
Posible procesamiento del complejo RnE en el nûcleo con liberaciôn 
del receptor.
Posible equilibrio del receptor no ligado entre citosol y nûcleo.
Posible reciclamiento y reutilizaciôn del conplejo ER nuclear con 
participaciôn microsômica.
Recuperaciôn de los niveles de receptor citosôlico por sîntesis 
proteica estrôgeno dependiente.
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1.3.- OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS DEL TRABAJO .-

El modo en que evoluciona la concentraciôn de los receptores de estra 
diol en las cêlulas de sus tejidos diana, fuê establecido desde finales* 
de la dêcada de los sesenta por JENSEN Y GORSKI. Desde entonces hasta la 
actualidad se han realizado numerosas investigaciones sobre las relacio- 
nes hormona-receptor, a travês de las cuales se ha ido abundando en el * 
conocimiento del propio receptor, de la naturaleza de la interacciôn con 
el estradiol, de las respuestas celulares a la acciôn de la hormona como 
son, la inducciôn de la sîntesis de proteihas especîficas como la I.P. * 
(proteiha inducida), la sîntesis del propio receptor, la activaciôn de = 
la RNA polimerasa (tipos I y II), etc., aportaciones estas que han ido * 
ccraplementando 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 dinamica de los receptores celula 
res son los relacionados con su presencia y modo de acciôn a nivel nu--* 
clear. No hay un conocimiento claro de la naturaleza de los aceptores y 
efectores nucleares de la crcanatina, y por consiguiente se desconoce el 
tipo y la intensidad de la interacciôn con los complejos estrogeno-rece£ 
tor, asî como el destino de los receptores tras su acciôn en el nucleo. 
En este sentido no se sabe si son sinplemente 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 régula la pobla- 
ciôn celular de los receptores estrogênicos en sus formas citosôlica y * 
nuclear.

En este trabajo se ha pretendido profundizar en el conocimiento de -- 
los receptores estrogênicos a travês del estudio de las variaciones que 
sufre su concentraciôn cuando se recibe el estünulo de dosis bajas de e^ 
tradiol. Para ello se eligieron très tejidos diana, utero, adenohipofi--
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sis e hipotalamo, cuyas poblaciones de receptores son muy diferentes y 
sus apetencias por el estradiol radicalmente distintas.

Al abordar bajo esta ôptica la evoluciôn de los receptores en las C£ 
lulas de estos tejidos diana, podrîan manifestarse sucesos relacionados 
con su dinamica que posiblemente quedan enmascarados cuando la estimula 
ciôn se hace con dosis que se aiejan con mucho de las que existen en *= 
una situaciôn fisiolôgica normal en la rata adulta ciclante.

Ademas de la utilizaciôn de dosis altas, la mayorîa de los trabajos* 
sobre este tema, se han realizado en animales prepuberes de 21 dias de 
vida. A esta edad la mayorîa de los parâmetros endocrinos estân sujetos 
a una râpida evoluciôn y los animales presentan un anç)lio mârgen de va- 
riabilidad individual, en lo que a la concentraciôn de receptores de e£ 
trogeno se refiere, por lo que son inadecuados para los fines de este = 
trabajo. Por ello se eligiô ccmo modelo experimental la rata adulta a = 
la que se le practicô la ovariectomîa dos semanas antes de ser utiliza­
da en la experimentaciôn. A este tiempo los tejidos conservan su capacî  
dad de respuesta al estradiol y presentan una concentraciôn de recepto­
res estrogênicos adecuada para estudio de tipo secuencial.

De las dosis utilizadas, 500, 10 y 1 ng E2/kg, la primera de ellas = 
se eligiô por producir unos niveles de estradiol plasmatico 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 E2/kg, incapaces de produ-= 
cir niveles plasmaticos de estradiol détectables,se consideran como pul 
SOS hormonales subfisiolôgicos de diferente intensidad.

Con cada una de las dosis y en cada uno de los tejidos diana, utero, 
adenohipôfisis e hipotalamo se hace un seguiniiento de la evoluciôn tem­
poral de la concentraciôn de receptores tanto a nivel citosôlico como = 
nuclear hasta que se restablezca la situaciôn control.
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2.- MATERIAL Y METODOS .-

2.1.- ANIMALES Y TRATAMIENTO
Animales : Se utilizaron ratas hembras adultas, de la cepa Sprague 

Dawley, criadas en el bioterio del Departamento. Se alî  
mentaron con dieta especial para ratas y se mantuvieron 
en unas condiciones controladas de 20 grados centigra-- 
dos de teraperatura, 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Castraciôn : Ratas de dos meses de edad, pesando entre 200 y 250 - 
gr., fueron anestesiadas con éter y ovariectomizadas bi_ 
lateralmente por incisiôn dorsal. Se utilizaron para la 
experimentaciôn quince dias después.

Inyecciôn de estradiol : Las diferentes dosis de estradiol utiliza 
das en este trabajo, se administraron intraperitoneal-- 
mente disueltas en soluciôn salina con un 5% de etanol, 
en un volûmen de 1 ml/kg de peso. •

A los animales utilizados como contrôles, se les in- 
yectô unicamente vehîculo: soluciôn salina con un 5% de 
etanol.

Las dosis de ^-E2 empleadas en los experimentos de^ 
t inados a medir 1=> evoluciôn plasmâtica 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.- Extracciôn del Tejido .-

Una vez tratados con las correspondientes dosis de estra­
diol, los animales se sacrificaron por decapitaciôn en gnç>os de 
8, procediendose inmediatamente a la extracciôn de los tejidos ob 
jeto de este estudio.

De los ûteros se utilizaron ambos cuemos limpios de gra- 
sa. La cervix se deshechô.

Como hipotâlamo se tcmo la regiôn limitada lateralmente * 
por las fisuras hipotalâmicas, posteriormente por los cuerpos ma- 
milares y anteriormente uno o dos milîmetros por delante del == 
quiasma ôptico, con una profundidad de 3 mm.

La neurohipôfisis se descartô, utilizândose unicamente el 
lôbulo anterior o adenohipôfisis.

Los tejidos se pesaron inmediatamente, los ûteros indivi- 
dualmente, las adenohipôfisis en grupos de très y los hipotâlamos 
en grupos de cuatro, y se mantuvieron en tampôn Tris-EDTA (10 mM 
Tris-HCl, 5 nM EDTA, pH 7.4) en bano de hielo hasta el momento de 
ser homogenei zados.

2.2.2.- Hcmogeneizaciôn .-

Se efectuô inmediatamente después de pesados los tejidos. 
Para ello se utilizô un homogeneizador tipo Potter-Eveljheim vi-- 
drio-vidrio de 2 ml. de capacidad sumergido en bano de hielo.

La operaciôn se realizô a 500 r.p.m. durante 10 segundos, 
seguido de perîodos de 20 segundos de reposo para evitar el calen 
tamiento.
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Los ûteros, previamente troceados, se homogeneizaron en 1.5 ml 
de tampon Tris-EDTA El pool de adenohipôfisis en 2 ml y los hip£ 
talamos en 4 ml. Estos volûmenes fueron los elegidos como ôptimos 
en el sentido de conseguir una concentraciôn proteica adecuada pa 
ra el ensayo de los receptores citosôlicos (Apartado 3.1).

2.2.3.- Fraccionamiento Celular .-
Los homogeneizados de ûtero, adenohipôfisis e hipotalamo* 

se centrifugaron a 800 g. durante 15 minutes en centrîfuga refri- 
gerada a 4°C.

Del sobrenadante de esta primera centrifucaciôn se obtuvo 
la fracciôn citosôlica por posterior ultracentrifugaciôn a 105D00 
g. durante 90 minutes en una centrifuga MSE Centriscan 75.

El precipitado de 800 g. que recoge la fracciôn nuclear,* 
se purificô resuspendiendolo en tanpôn, filtrandolo a través de * 
triple gasa y sometiendolo a dos lavados mas con 5 ml. de tampôn* 
cada uno de elles.

Finalmente los nûcleos se resuspendieron en tampôn Tris-* 
EDl’A a una concentraciôn final de 0.4 ûteros/ml., una adenohipôH 
sis por ml. y 1 hipotâlamo por ml.

El precipitado de 800 g. de ûtero contiene realmente nû-- 
cleos contaminados con elementos celulares y subcelulares. Esta = 
fracciôn, denominada por Gorski "fracciôn nûcleo-miofibrilar", ha 
sido utilizada para este tipo de ensayo con el mismo rendimiento* 
que una fracciôn de nûcleos pures (MESTER y BAULIEU, 1974).
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2.3.- MEDIDA DE LA CAPACIDAD CAPTADORA DE ESTRADIOL IN VITRO". -

El método que se empleô para medir la concentraciôn de receptores 
en las fracciones citosôlicas y nucleares fué el de intercâmbio de '̂ - 
estradiol.

El ensayo consiste en incubar las fracciones citosôlicas o nuclea 
res con concentraciones saturantes de estradiol tritiado, para medir la 
captaciôn total de estradiol Ĉ H-E2 unido a receptores mâs ^-E2 unido* 
a proteînas no especîficas). Paralelamente incuba citosol con la misma* 
concentraciôn de %-E2 en presencia de dietilestilbestrol (DES) a una - 
concentraciôn cien veces superior en el medio de incubaciôn, con el fin 
de medir la captaciôn no especîfica ( ^ * £ 2 a proteînas no recepto
ras). (Esquema Pag. 53).

3La medida de la captaciôn especîfica: H-E2 unido a receptores,se
obtuvo por diferencia entre la captaciôn total y la no especîfica.

2.3.1.- MEDIDA DE LOS REŒPTORES CITOSOLICOS .-

Para la cuantificaciôn de los receptores citosôlicos se siguie- 
ron las pautas descritas por J-ŒSTER y BAULIEU (1975), HSUEH (1976) para - 
tejido uterino, y por CIDLOWSKI(1974)y MENON y GUNAGA(1976) para tejido 
hipofisario e hipotalâmico.

Los parâmetros de experimentaciôn seguidos en este trabajo fue­
ron el resultado de la adaptaciôn de las técnicas originales a nuestras 
condiciones expérimentales. Se detallan en la Tabla 3 , y se justifi-- 
can en la primera secciôn de resultados.

- Ensayo de los receptores citosôlicos uterinos .-
Alicuotas de 100 pi de sobrenadante que se obtuvo después de la 

centrifugaciôn de 105.000 g, se incubaron por cuadruplicado a 30°C con
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3H-E2 10 hM solo o en presencia de DES a una concentracion de 1 pM en - 
el medio de incubaciôn.

Al cabo de 30 minutes se anadiô a cada tubo 100 pl de una mezcla 
de carbôn activo-dextrano (0,5% C.A.; 0,05% dextrano en tampôn TED pH 
7,4), con el fin de eliminar el estradiol radioactive libre en el me-- 
dio, dejando transcurrir la incubaciôn durante 15 minutes mas.

El carbôn active se separô por centrifugaciôn en rotor horizon-- 
tal a 5000 r.p.m. durante 15 min., tomandose a continuacidn la muestra 
de 200 pl del sobrenadante para el contaje de la radioactividad.

Como liquide de centelleo se utilizô una disoluciôn de 0,125 g de 
dime t il POPOP y 0,5 g de PPO en 1 litre de toluene, mezclândose vigoro- 
samente en cada vial 5 ml del mismo con los 200 pl de la muestra. Des-- 
pués de una noche de reposo se procediô al conta j e, que se realizô en - 
un espectrômetro de centelleo liquide Packard 3390, con una eficiencia* 
del 37%.

- Ensayo de los receptores citosôlicos de adenohipôfisis . -
De la fracciôn citosôlica se tomaron 250 pl para incubar por tr£ 

plicado con 50 pl de ^H-E2 20nM sôlo o en presencia de DES a una concen­
traciôn cien veces mayor que la del esteroide marcado.

La incubaciôn se dejô transcurrir durante toda la noche a 0-4°C, 
el estradiol no unido se eliminô con carbôn activo.

Para el contaje se tomaron muestras de 250 pl del sobrenadante.- 
El resto del proceso fué el mismo que se siguiô con los citosoles de —  
ûtero.

- Ensayo de los receptores citosôlicos de hipotâlamo .-
En este caso la alicuota de citosol fué de 500 pl y la incuba—  

ciôn se hizo por triplicado con 100 pl de ^H-E2 20nM en presencia o no - 
de DES a una concentraciôn cien veces superior..
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LAS FRACCIONES CITOSOLICA Y NUCLEAR 
CONTIENEN;
R * Lugares de uniôn especîfica.
I = Lugares de uniôn inespecîfica.

Incubaciôn de las fracciones citosôlica y nuclear en dos series de tubos 
paralelas, A y B.

Serie A: CAPTACION TOTAL

P  +  T + c *  ------- -----^ RE* lE*IV ^ a. ^ jj -----

Serie B: CAPTACim INESPECIFICA

R + I + E* + DES R-DES + lE*

CAPTACION ESPECIFICA - CAPTACION TOTAL - CAPTACION INESPECIFICA 

(RE*) * (RE* + lE*) - (lE*)
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TABLA

CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL PROCESO DE MEDIDA DE LOS 
RECEPTORES CITOSOLICOS.

UTERO ADENOHIPOFISIS HIPOTALAMO

Vol.de citosol QllL) 100 250 500
Vol.de V e, (20 nM)

(ul)  ̂ 100 50 100
Cone. (nM) 10 3.33
Tenç). incubac.(°C) 30 4 4
Tienpo incub. (horas) 0.5 18 18
Vol.carbon activo(pl) 100 100 100
Tienpo incub. C.A. (') 15 15 15
Centrifugaciôn (rpm) 5.000 5.000 5.000
Alicuota contaje (pl) 200 250 500

3.33



55 . -

E1 resto del proceso coincide con el seguido para las adenohipo- 
fisis, salvo el volumen de muestra tornado para el contaje que en este ca 
so fué de 500 pl.

2.3.2.- MEDIDA DE LOS RECEPTORES NUCLEARES .-

La evaluaciôn de la concentraciôn de receptores nucleares se ll£ 
vô a cabo siguiendo la técnica descrita por ANDERSON y CLARK(1972) con - 
ligeras modificaciones.

En la Tabla 4 se présenta un resûmen 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 suspensiôn nuclear de ûteros se incubaron 

por cuadruplicado con 100 pl de ^H-E2 20 nM resultândo una concentraciôn 
final saturante de 5.7 nM en presencia o no de DES 1 jM ,

La incubaciôn se realizô a 37®C en un bano termostatizado, con - 
agitaciôn continua a lo largo de los 30 minutos de duraciôn de la misma.

Finalizada la incubaciôn se anadiô a cada tubo 2 ml de tampôn -- 
frîo (0-4°C) y se centrifugô a 5.000 r.p.m. durante quince minutos.

Para asegurar la compléta eliminaciôn del estradiol tritiado li­
bre en el medio, los precipitados nucleares se sometieron a dos lavados* 
mas con tampôn.

Por ûltimo la radiactividad se extrajo en los mismos tubos de in­
cubaciôn con 3 ml de liquide de centelleo. Después de agitarlos vigorosa 
mente se pasaron a los viales y se procediô al contaje de la radiactivi­
dad.
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TABLA 4

CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL PROCESO DE MEDIDA DE LOS 
RECEPTORES NUCLEARES.

UTERO ADENCHIPOFISIS HIPOTALAMO

Vol.resuspension
(ml) 2.5 2 2
Vol. incubaciôn
(pl) 250 250 500
Vol. V e~ (20 nM)
(pl)  ̂ 100 100 100
Concentr. %-E«
(nM)  ̂ 5.7 5.7 3.33
Tiempo incubaciôn
(horas) 1 18 18
Temp, incubaciôn
(°C) 30 4 4
Vol. lavados
(ml) 2 2 2
Liquide centelleo
(ml) 3 3 3
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- Ensayo de los receptores nucleares de adenohipôfisis.-
Se realizô siguiendo las mismas pautas que para el tejido uteri­

no, salvo en lo que respecta a la incubaciôn que se llevô a cabo por trî  
plicado a 4°C durante toda la noche (18-20 horas). Tabla £.

- Ensayo de los receptores nucleares de hipotâlamo.-
El VO lumen de suspens iôn nuclear utilizado fué de 500 pl, y ?1 - 

igual que el caso de adenohipôfisis se incubô con 100 pl de ^H-E2 20 nM 
por triplicado y durante toda la noche a 4®C de temperatura. Tabla £.
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2.4. CURVAS DE SATURACION .-

Con el fin de deteiminar la concentracion de %-E2 necesaria para -- 
saturar a los receptores, y evaluar la constante de disociaciôn de - 
la interacciôn esteroide-receptor para las fracciones citosôlica y nu—  
clear de cada uno de los tejidos estudiados, se llevaron a cabo los anâ- 
lisis de saturaciôn.

Para ello se realizaron las incubaciones correspondientes a cada te­
jido, tal como se describen en los apartado s anteriores con concentracio 
nés crecientes de ^ - £ 2  y en presencia o no de DES a una concentraciôn - 
cien veces superior a la del estradiol radiactivo.

Las curvas de saturaciôn y los correspondientes plots de Scatchard = 
que se obtuvieron para las fracciones citosôlicas y nucleares de ûtero y 
citosôlicas de adenohipôfisis, 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 evoluciôn de la concentraciôn de estradiol tan­
to en plasma como en las fracciones citosôlica y nuclear de ûtero, adenoid
pôfisis e hipotâlamo, tras la inyecciôn de 500 ng E2/kg, se preparô una d£ 
soluciôn de %-E2 (3, 4, 6, 7, 17-beta-estradiol) a una concentraciôn de = 
500 ng E2/kg. en un volumen de 1 ml. por kilo de peso.

A los intervalos de tiempo deseados, entre 0.2 y 12 horas, los aniim 
les fueron anestesiados, se tcanô una muestra de sangre por punciôn en la = 
aorta, y se procediô a eliminar al resto del torrente circulatorio inyec-- 
tândo por la aorta unos 50 ml. de soluciôn salina drenada por la auricula* 
derecha.

El ûtero, la adenohipôfisis y el hipotâlamo, fueron râpidamente dis£ 
cados, pesados y homogeneizados en las cantidades adecuadas de TE buffer* 
en un homogenei zador vidrio-vidrio, tipo Potter-Eveljem. El homogenizado *
se centrifugô a 850 g. a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante se some-- 
tiô a ultracentrifugaciôn durante 90 minutos a 105.000 g.

Una alicuota de 250 pl de sobrenadante se mezclô con el liquide de * 
centelleo y se contô después de una agitaciôn vigorosa durante 1 minuto.

El precipitado de 850 g., fracciôn nuclear cruda, se lavô très veces 
con exceso de tampôn. La radiact ividad del ûltimo precipitado se extrajo * 
con 1 ml. de tolueno del que a su vez se tomô una alicuota para el contaje.
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2 . 6 . -  MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS . -

El analisis de la concentraciôn de proteînas existentes en las —  
fracciones citosôlicas se hizo segun el método de LOVRY (1951).

Egi££iYQi :

Disoluciôn A.- CÔ  Na2 al 2% en NaOH IN
Disoluciôn B.- SÔ  Cu al 0,5% en tartrato sôdico potâsico al 1%
Disoluciôn C. - Obtenida de mezclar en el momento de su utilizaciôn 

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
zaciôn.

Patrones de Proteînas .- Las diferentes disoluciones para la ob
tenciôn de la curva de calibrado se prepararon a partir de una di­
soluciôn de albumina sérica bovina cubriendo el rango de 0,5 a 4
mg. de proteîna por ml.

Procedimiento Experimental
De cada fracciôn citosôlica se tomaron alicuotas de 20 ul para la 

deteiminaciôn de este parâmetro.
Las proteînas se precipitaron por adiciôn de 1 ml de TCA al 10%, - 

se dejô reposar durante 15 minutos y se centrifugô a 7.000 g. durante -- 
otros 15 minutos.

El sobrenadante se extraj o cuidadosamente con una pipeta Pasteur - 
conectada a una trompa de agua, y el precipitado proteico se disolviô en 
1,5 ml. del reactivo C agitando vigorosamente durante 15 seg.cada tubo.
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Finalmente se anadieron a cada tubo 0, 15 ml.de reactivo de Fol in, 
se agitaron y se dejô desarrollar el color en la oscuridad durante 45 rû 
nutos.

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

Los patrones de albûmina para la elaboraciôn de la recta de cali-- 
brado se procesaron conjuntamente con los problemas.



6 2 . -

2 . 7 . -  MEDIDAS DE CONCENTRACION DE ADN . -

El método utilizado para medir la concentraciôn de ADN en las sus- 
pensiones nucleares se basô fundamentalmente en el ensayo descrito por - 
BURTON (1956)y con las modif icaciones descritas por SCHNEIDER (1957),y - 
algunas otras que se introduj eron con el fin de adaptarlos a nuestras -- 
condiciones expérimentales.

B ê i g t i Y Q i  •*

Acetaldehido al 1,6%.- Preparado por diluciôn de 1 ml. de acetal--
dehido de grado analîtico en 50 ml. de agua 
destilada.

Reactivo de Difenilamina. - Preparado en el momento de su utiliza--
ciôn, se obtuvo disolviendo 0,5 gr. de dif£ 
nilamina en 50 ml. de âcido sulfurico con-- 
centrado y 0,25 ml. de la disoluciôn de ac£ 
taldehido al 1,6%.

Patrones de ADN.- Las disoluciones patrôn para la curva de calibra
do se prepararon concentraciones ccmprendidas en 
tre 50 y 2,5 ̂ g/ml. a partir de una disoluciôn -
madré de ADN purificado de timo de temera (BDH)
en âcido tricloroacético al 5%.

Procedimiento Experimental .-
Con el fin de eliminar los conç)onentes lipîdicos y âcido-solubles 

ccmo la ribosa y otros que interfieren en la reacciôn colorimétrica, la 
suspensiôn nuclear se procesô del siguiente modo: para eliminar los corn 
ponentes âcido-solubles, 0,1 ml. de la suspensiôn nuclear de ûteros y -
0,25 ml. de las adenohipôfisis e hipotâlamo, se mezclaron con 1 ml. de
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TCA al 10%, después de agitar y dejar reposar durante 15 minutos, se cen 
trifugô a 4.000 r.p.m. durante 20 minutos, deshechandose el sobrenadante.

Los componentes de naturaleza lipîdica se eliminaron mediante dos* 
extracciones sucesivas, una primera en bano Maria con 2 ml. de clorofor- 
mo-metanol (1:1) a 50°C durante 15 minutos con agitaciôn continua, y la 
segunda con éter etîlico a temperatura ambiente durante otros 15 minutos.

La extracciôn del ADN del precipitado se hizo con TCA al 5%, a 90® 
C durante 30 minutos. El volumen de TCA 5% utilizado fué de 1 ml. y los 
tubos durante la extracciôn se taparon con boisas de vidrio para evitar* 
pérdidas por evaporaciôn.

Reacciôn colorimétrica .-
Se mezclaron a 0,25 ml. del extracto de ADN con 0,5 ml. del réactif 

VO de difenilamina y se dejô transcurrir la reacciôn durante 24 horas a 
temperatura ambiente.

Las lecturas de la absorbancia se hicieron a 600 nî4. en un espect£ 
fotômetro Beckman Acta cIII.
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3 . 1 . -  VERIFICACION DE LOS METODOS EMPLEADOS . -

3.1.1.- ANALISIS DE PROTEINAS .-

La concentraciôn de proteînas de los extractos citosôli­
cos se analizô siguiendo el método de LOWRY (1951), con al- 
nas modificaciones que a continuaciôn se justifican.

Debido al pequeno volumen de citosol disponible para rea 
lizar esta deteiminaciôn, se utilizaron los volûmenes de == 
reactivos indicados por BENSADOUM y WEINSTEIN (1974) como = 
ôptimos para bajas cantidades de proteînas. Ademâs se incor 
porô al método la precipitaciôn previa con TCA al 10% para 
evitar las interferencias producidas por el tanç>ôn utiliza­
do (10 mM Tris-1,5 M Edta) y por sustancias présentes en el 
propio material biolôgico.

Los efectos de interferencia producido por el Tris-HCl = 
descritos en la bibliografîa son controvertidos. Mientras * 
algunos autores senalan que no se producai efectos 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) senalan 
que se produce un aumènto en la coloraciôn que se évita pr£ 
cipitando previamente con TCA a una concentraciôn conprendi 
da entre el 6 y el 12%. Precipitaciôn que es efectiva en un 
98%.

En la puesta a punto de esta técnica, se comprobô la in̂  
terferencia producida por el tançôn y la ventaja de la prê  
cipitaciôn. Repetidos ensayos con una disoluciôn de albûmi- 
na de concentraciôn conocida de 1 mg/ml pusieron de mani--̂
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fiesto que, efectivamente,se sobnestimaba la concentraciôn = 
real, obteniendose un valor de 1.35 mg/ml (n=6), un 35% sup£ 
rior al valor teôrico. La precipitaciôn con TCA al 10% redu- 
jo esta diferencia, obteniendose un valor de 1.012 mg/ml == 
(n=6), un 1.2% superior a la concentraciôn patrôn de 1 mg/ml.

Se comprobô también que el no precipitar la muestra de ex 
tracto citosôlico 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 precipitaciôn éliminé completamente las in-- 
terferencias, pero en cualquier caso, la pretensiôn de este= 
trabajo era disponer de una medida relativa de la concentra­
ciôn de proteînas que nos permitiera detectar las posibles = 
variaciones en su concentraciôn. No obstante, como se verâ = 
mâs 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 precipitaciôn con TCA al 10% tanto de la mue^ 
tra como de los patrones, se eligieron las concentraciones = 
de patrones que cubrieran el rango de las concentraciones -- 
de las muestras y cuya relaciôn absorbancia-concentraciôn 
fuese lineal. Las concentraciones de proteînas de los extrac 
tos citosôlicos estuvieron comprendidas entre 3 mg/ml para = 
hipotâlamo y 0.5 mg/ml para adenohipôfisis, a las que corre^ 
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 cunç̂ le la ley de Laraber̂ Beer.

En la Fig. 4 se représenta una recta de calibrado resul̂
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tante de réunir una serie de determinaciones que se realizaron 
a lo largo del desarrollo de esta investigaciôn. La pequena == 
dispersion de los datos refleja el grado de reproducibilidad - 
de este método.

Los valores medios de la concentraciôn de proteînas expresa 
das en pg/mg de tej ido obtenidos a lo largo de esta experimen- 
taciôn para cada uno de los tejidos estudiados fueron los si-- 
guientes:

Utero : 23.85 - 0.32 (n=174)
Adenohipôfisis ; 53.16 - 0.75 (n=58)
Hipotâlamo : 22,05 - 0.58 (n=39)

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

En el caso de tej ido uterino los valores de la concentra—  
ciôn de proteînas en la fracciôn citosolica obtenidos a los di 
ferentes tierapos tras la inyecciôn de estradiol, rauestran un 
aumento significativo respecto de los contrôles entre las 14 y 
24 horas postinyecciôn para la dosis de 500 ng/kg. Fig. 5 . El 
aumento del contenido de proteînas en ûtero es uno de los efec 
tos que se manifiestan por la acciôn del estradiol y que tal = 
como se recoge en una reciente revisiôn (KATZENELLENBOGEN,1979) 
se détecta a partir de las 10 horas de la administraciôn de la 
hormona.

Para las dosis de 10 y 1 ng/kg. se detectaron aumentos sig­
nificatives a las 5 horas postinyecciôn Fig. 6 y 7 . Sobre = 
este tençrano aumento del contenido proteico no hemos encontia 
do ningun apoyo bibliogrâfico. Es sabido que la sîntesis pro-- 
teica estâ estimulada a los pocos minutos de la administraciôn
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del estradiol, pero el aumento neto de la concentraciôn pro-- 
teica, como se indico anteriormente, sôlo ha sido detectado = 
despues de las diez horas.

El posible significado de estos hechos sera abordado poste 
riormente en el apartado de discusiôn. Por el memento sehalar 
que estos aumentos del contenido proteico del extracto citos^ 
lico uterino coinciden temporalmente con los aumentos de la = 
concentraciôn de receptores citosôlicos sobre los valores con 
trol en las tres dosis ensayadas.(apartado 3.2).
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3.1.2.- ANALISIS DE ADN

Tal como se indicô en Material y Mêtodos, se utilize el método 
de BURTON (1956) de validez mundialmente reconocida, para la cuan 
tificaciôn del AI^ nuclear. Se siguiô la recomendaciôn 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 considéré oportuno ampliar el == 
tierapo de reacciôn de 17 horas a 30°C a 24 horas a 20*C, con lo = 
que se consiguié un ligero aumento de sensibilidad que favorecio= 
a las muestras de adenohipôfisis e hipotâlamo con menor contenido 
de ADN.

El método résulté ser altamente reproducible. En la Fig. 8 se 
représenta la recta de regresién obtenida de las diferentes lectu 
ras de la curva de calibrado realizadas a lo largo del perîodo de 
experimentaciôn, en la que destaca la escasa dispersion de los da 
tos obtenidos.

Los valores de la concentraciôn de ADN de las distintas suspen 
siones nucleares oscilaron entre 0.4 mg/ml para ûteros y 0.035 mg/ 
ml para adenohipôfisis, valores a los que correspondiô una absor- 
bancia de 0.02 y 0.18 r aspect ivamente, que caen sobre la zona me­
dia de la recta de calibrado.

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

Utero : 4.39 - 0,098 (n=102)
Adenohipôfisis : 3.22 - 0.15 (n-50)
Hipotâlamo ; 0.47 - 0.11 (n=32)
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valores que como consecuencia de la pérdida de material bio- 
logico que lleva consigo el procesamiento del tejido, (fil-- 
traciôn por gasa y serie de tres lavados), son algo inferi£ 
res a los senalados por otros autores que hacen la medida de 
ADN directamente. DIX (1980); ROBINSON (1972); HAAR (1973); 
œNVEY (1969).
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3.1.3.- ANALISIS DE RECEPTORES .-

La cuantificaciôn de receptores citosôlicos y nucleares se llevô 
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 Mêtodos.

^ La validez de este método para determinar la concentraciôn de r£
ceptores nucleares fué establecida por ANDERSON y PECK (1972), y ex 
tendido posteriormente a la medida de receptores citosôlicos.

Desde entonces, la reacciôn de desplazamiento sigue siendo la ba 
se de este tipo de ensayos, aunque han sido introducidas un gran nu 
mero de variantes en relaciôn con las condiciones en que ha de rea- 
lizarse. Las modificaciones introducidas a las técnicas originales* 
afectan fundamentalmente a la temperatura y tienpo de incubaciôn, = 
al tipo de tampôn a utilizar, al tratamiento previo del tej ido... = 
etc. Condiciones que cada investigador fija dependiendo de la natu 
raleza y de los objetivos de su trabajo experimental.

Ante esto, los parâmetros expérimentales que hubieron de detemd 
narse para conseguir una medida valida de la concentraciôn de rece£ 
tores, con la finalidad de obtener unos valores repetitivos y capa- 
ces de acusar las posibles variaciones en el contenido de recepto-- 
res citosôlicos y nucleares, fueron las relacionadas con el proceso 
de incubaciôn, como son: la temperatura y tiempo de duraciôn de la 
misma, la cantidad ôptima de citosol o de suspensiôn nuclear y la - 
concentraciôn de estradiol tritiado précisa para saturar a los re-- 
ceptores présentes en el medio.

Ensayo de receptores citosôlicos en utero

En los ensayos de los receptores citosôlicos uterinos, se adopta
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ron en principio, las condiciones de tiompo y tenperatura descritos 
por MESTER y BAULIBU(1975) de 30 min. y 30*C, aunque tras los priiæ 
ros ensayos se decidio anpliar el tienpo de incubaciôn a una bora,* 
con lo que se consiguieron unos valores ligeramente superiores con* 
menores variaciones interensayo.

El volumen de citosol adecuado para el ensayo esta estrechamente 
relacionado con su concentraciôn proteica. KING y MAINWARING (1974) 
dan como ôptima una concentraciôn de proteinas en tomo a 4 mg/ml,* 
recomendando el evitar concentraciones altas que ocasionen una ele- 
vada captaciôn inespecifica y que entorpezcan la cuantificaciôn de 
la concentraciôn de receptores fundamentalmente en aquellas situa-- 
ciones en las que su concentraciôn sea baja.

Homogeneizando un utero completo (aproximadamente 100 mg)en 1.5 
ml de tampôn, se consiguiô una concentraciôn proteica del orden de 
2 mg/ml, que en el medio de incubaciôn queda reducida a la mitad al 
diluirse los 100 juil de extracto citosôlico con los 100 ̂  de la di- 
soluciôn de estradiol tritiado.

Para determinar la concentraciôn de estradiol radioactivo satu-- 
rante en el medio de incubaciôn se realizaron los ensayos de satura 
ciôn, consistentes en incubar una cantidad fija de citosol con con­
centraciones variables de %-E2 . La representaciôn grâfica de la -- 
captaciôn especîfica obtenida en cada caso, frente a la concentra-- 
ciôn correspondiente de estradiol, es una rama de hiperbola cuya * 
as into ta corresponde a la maxima concentraciôn de receptores e indî  
ca a partir de que concentraciôn se alcanza la saturaciôn.

A la vista de la curva de saturaciôn, Fig. 9(a) ,1a concentraciôn* 
de Ĥ-E2 elegida para los ensayos de incubaciôn fué de 10 nM, supe 
rior a la minima saturante para asegurar su efectividad en aquellas 
situaciones en que la concentraciôn de receptores citosôlicos fuera 
superior a la de los contrôles.
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La linearizaciôn de estos datos se hizo segün el plot de SCATCHARD 
Fig.9(b),en el que la pendiente de la recta da el valor de la cons­
tante de disociaciôn del coirplejo hormona-receptor y el corte en el 
eje de abcisas, la concentraciôn maxima de receptores.

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

Ensayo de receptores nucleares en ûtero .-

Para la incubaciôn se utilizaron 250 p l de suspensiôn nuclear pa 
ra lo cual el precipitado nuclear, filtrado y lavado, se resuspen-- 
diô en 2,5 ml de tanç>ôn tras una agitaciôn vigorosa hasta lograr -- 
una suspensiôn perfectamente homogénea.

Las condiciones de temperatura y tiempo de la incubaciôn (37°C,
30 min.) que en un principio se adoptaron, que son las utilizadas - 
por autores como ANDERSON (1972) y NESTER Y BAÜLIEU (1975) fueron - 
sustituidas tras los primeros ensayos por las de 30°C de tanperatu- 
ra y 60 min. de duraciôn. Estas nuevas condiciones se adoptaron a = 
la vista de algunos trabajos de publicaciôn mas reciente que sena-- 
lan que a 37°C puede verse afectada la estabilidad del receptor. = 
(YUH y KEYES (1979), CARLSON y GORSKI (1980). Esta variaciôn no mo- 
dificô significativamente la captaciôn especîfica medida, pero al = 
igual que se observô en las incubaciones de las fracciones citosôH 
cas, los resultados intraensayo obtenidos fueron mâs 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 técnica. La ru- 
ta experimental es larga y laboriosa, la serie de lavados a los que 
se somete la suspensiôn nuclear después de la incubaciôn, y la ex--
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traccion 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 llevo a utilizar exclusivamente* 
un rotor basculante que fi j ara 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 anadia directamente el li­
quide de centelleo. Con estas precauciones y haciendo las detexmina 
ciones por cuadruplicado, se consiguiô un aumento considerable del 
rendimiento de los ensayos de receptores nucleares en todos los te- 
j idos.

La concentraciôn de ^ - £ 2  saturante para las incubaciones de --
los Rn uterinos, se determinô a partir de la curva de saturaciôn. =
Fig.10 . La constante de disociaciôn Kd medida en el plot de SCAT-

-9CHARD fué de 1,9x10 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 Adenohipôfisis e Hipotâlamo.-

Para los ensayos de receptores citosôlicos en adenohipôfisis, se
siguieron las lineas générales de las técnicas utilizadas por MENON
y GUNAGA (1976) y CIDLOWSKI y MULDOON (1974), (1978). Para conse- —
guir un valor aceptable de la captaciôn especîfica, fué precise ha-
cer pool de al menos tres adenohipôfisis que, homogeneizadas en 2
ml de tampôn daban una concentraciôn pro té ica en el extracto citos£
lico algo inferior a 1 mg/ml. La incubaciôn se efectuô mezclando --
250 jil de citosol con 50 jil de la disoluciôn de estradiol radiacti-
vo 20 nM resultando una concentraciôn en el medio de 3,3 nM, satu--
rante, segun puede comprobarse en la curva de saturaciôn. Fig. 11(a),
La incubaciôn llevada a cabo a 4°C durante 18 horas recomendada per
los autores anteriormente citados, resultô efectiva, siendo el va--

-9lor de Kd = 0.56 xlO M, valor que entra dentro del rango de los =
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obtenidos por dichos autores.
Para el ensayo de los receptores citosôlicos hipotalamicos, dada 

su baja concentraciôn en este tej ido, bubo de hacerse un pool de va 
rias unidades para conseguir una buena medida de su concentraciôn. = 
El problem principal surge de la gran cantidad de cuentas inespec^ 
ficas que se acumulan como consecuencia de la elevada concentraciôn 
proteica del extracto citosôlico, que puede llegar incluso a enmas- 
carar la captaciôn especîfica. A pesar de estas limitaciones se con 
siguiô estandarizar el ensayo utilizando al menos cuatro hipotâla- - 
mos por determinaciôn,,que homogeneizados en 4 mi de tampôn, dieron 
un extracto citosôlico de aproximadamente 3 mg/ml de proteinas.

El hacer curvas de saturaciôn en nucleos de adenohipôfisis e hi­
potâlamo, résulta una enpresa muy costosa dado el alto numéro de -- 
animles que requiere. Por ello se decidiô ajustar al maximo el pro 
ceso al descrito por ANDERSON y Col. (1973) para estas areas en anĵ  
maies prepuberes, y hacer pruebas puntuales en tomo a las concen- - 
traciones saturantes por ellos establecidas. Tras diversos ensayos= 
los me j ores resultados se obtuvieron con un volumen de suspensiôn = 
nuclear de 500 yH y una concentraciôn de ^-E2 3,3 nM para hipotâla 
rao, y con 250 yà. de suspensiôn y 5,7 nM de ^ “^2 para adenohip^
fisis. La incubaciôn se llevô a cabo a 4°C durante 18 horas.

La alta captaciôn inespecifica de la suspensiôn nuclear de hipo­
tâlamo fué un problem que no conseguimos desterrar totalmente y -- 
que invalidô parte de los ensayos. No obstante, y con las reservas= 
propias de no disponer de un numéro suficiente de determinaciones = 
positivas que afiancen los resultados, hanos creido oportuno reco-- 
ger los resultados obtenidos con las dosis de 500 y 10 ng E2/kg da­
do que para la primera de ellas se encontrô una evolùciôn similar a 
las presentadas por otros autores, y la segunda, por su semejanza = 
con las aquî encontradas en ûtero y adenohipôfisis para esta mism= 
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.-

Evolùciôn tras la dosis de 500 ng Ep/kg .-
Los valores de la concentraciôn de Rc Medida diversos tiqn 

pos después de la inyecciôn de 500 ng/kg se recogen en las -- 
tablas 12A y 12B y se représenta su evolùciôn en la Fig. 12 .

Inmediatamente después de la administraciôn de esta dosis, 
se observa una râpida disminuciôn de la concentraciôn de Rc 
desde el valor control de 217.2 fin/mg prot. hasta alcanzar un 
valor mînimo de 87.1 fin/mg prot. a las dos horas post-inyec-- 
ciôn. Este descenso représenta el 40% del control y es esta-- 
disticamente significativo: p< 0.001.

A partir de la tercera hora la concentraciôn de receptores 
citosôlicos comienza a recuperarse de un modo graduai y cons­
tante, a una velocidad de 10 âr./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 contrôles, registrândose un maximo no significativo a las 
18 horas con una concentraciôn de 254.2 fin/mg prot., para re- 
tomar de nuevo a ellos a las 24 horas y mantenerse a este nî  
vel al menos hasta las 42 horas.

Evolùciôn tras la dosis de 10 ng E^/kg .-
Los datos en sus diferentes formas de expresiôn se recogen 

en las tablas 15A y 15B y se representan en la Fig. 15 .
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En las cinco horas que siguen a la inyecciôn de estradiol, 
se observa un descenso de la concentraciôn de receptores, -- 
198.7 fin/mg prot. a las dos horas y 199.5 fin/mg prot. a las 
5 horas, que no llega a ser significativo respecto al con—  
trol. A partir de este tiempo es cuando se détecta un aumen­
to de los mismos, sobrepasandose los niveles del control de 
modo que a las 8 horas se détecta un valor de 299.4 fin/mg -- 
prot. estadîsticamente significativo. (p< 0.001).

La maxima concentraciôn de Rc para esta dosis se detectô 
a las 12 horas con un valor de 346.1 fin/mg prot., que supo- 
ne un 59% sobre el nivel basai.

En las horas siguientes, los Rc descienden al nivel de - 
los contrôles. A las 18 horas el valor de la concentraciôn̂  
fué de 191.8 fin/mg prot. (no significativo).

Evolùciôn tras la dosis de 1 ng E^/kg .-
No se détecta disminuciôn significativa de los Rc en las 

primeras dos horas (198.7 fin/mg prot.), y es durante las -- 
tres horas siguientes cuando se registra un aumento signifd̂  
cativo (p < 0.0001), hasta alcanzar el valor de 421.4 fin/mg 
prot. a las 5 horas, lo que supone un 90% sobre el valor de 
los contrôles.

A las 8 horas post-inyecciônla concentraciôn de Rc ha re_ 
gresado al nivel basai en el que permanece hasta las 16 ho­
ras. FIG. 14 , Tablas 14A y 14B .
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FIG. 12

fin/mg Prot.

300-

200

100-

5 20 25 3010 4215
Horas

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO TRAS LA ADMINISTRA­
CION DE 500 ng Ê  Kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG DE 
PROTEINAS - D.E.
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T A B L A  12A

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/mg prot. % Control

0.5 6 157.9 t 9.9 71.7
1 6 120.4 t 13.5 55.4
2 18 87.1 t 2.26 40.1
3 7 107.6 t 7.8 49.5
4 5 120.6 t 11.6 55.5
7 5 146.9 t 10.2 67.7
14 5 217.7 ± 17.1 100.2
18 5 254.2 î 14.7 117.3
24 11 227.8 î 13.4 104.9
30 5 172.6 t 13.7 79.5
42 11 187.5 t 10.7 86.3

CONTROL 28 217.2 - 10.9 100
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COMPARACIŒŒS ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA­
DOS EN fin/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS D0-- 
SIS DE 500 ng Ê /kg.

0.5 2 7 U  18 24 30

CONTROL

0.5

13.5

18

24

t 2.40 9.2 2.6 0.02 1.35 0.54 1.63
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
p< 0.001 N.S. 0.05 0.001 0.05 N.S.

t 8.3 11.4 1.97 12.5 9.6
p< 0.001 0.001 0.05 0.001 0.001

t 2.9 5.34 3.59 1.32
p< 0.01 0.001 0.005 N.S.

t 1.35 0.39 1.7
p< N.S. N.S. N.S.

t 1.1 3.6
p< N.S. 0.005

t 2.3
p< 0.025



8 9 . -

T A B L A  12B

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

TIBÎPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Tej ido % Control

1 4 4.12 - 0.43 97.6
2 18 2.36 - 0.07 55.9
4 5 3.23 - 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 11 6.74 - 0.10 159.72
30 6 3.97 - 0.37 94.1
42 11 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 fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO­
SIS DE 500 ng E2/kg.

1 2 7 .14. 18 24 30

CONTROL

13.5

18

24

t 0.46 22.6 4.6 6.65 9.6 2.4 1.2
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
p< 0.001 N.S. 0.025 0.01 0.001 N.S.

t 5.66 9.97 13.7 35.8 6.45
p< 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

t 3.58 5.4 13.07 0.99
p< 0.005 0,001 0.001 N.S.

t 0.33 0.42 3.0
p< N.S. N.S. 0.01

t 0.23 4.09
p< N.S. 0.005

t 8.6
p< 0.001
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FIG. 13

fin/mg Prot.

400-

200-

100-

2015105
Horas

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO IRAS LA 
ADMINISTRACION DE 10 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRE-- 
SAN EN FENTTOMOLES/mg PROTEINAS - D.E.
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T A B L A  13A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN 
CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSXS DE 10 ng E2/kg.

TIEMPO ' RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/mg prot. % Control

0.5 5 209.4 - 21.10 96.4
2 5 198.7 t 18.9 91.5
5 5 199.4 î 10.2 91.8
8 5 299.4 î 20.03 137.8
12 4 345.1 t  22.7 158.8
18 6 191.8 t 18.03 88.3

CONTROL 28 217.2 - 10.9 100
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CCMPARACIONES ENTRE LAS CONCErfTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS D0-- 
SIS DE 10 ng Eg/kg.

0.5 2 5 8 12 18

CONTROL

0.5

12

t 0.27 0.66 0.66 2.92 4.13 0.98
p< N.S. N.S. N.S. 0.005 0.001 N.S.

t 0.33 0.37 27.3 3.85 0.57
p< N.S. N.S. 0.001 0.005 N.S.

t 0.03 3.24 4.43 0.23
p< N.S. 0.01 0.005 N.S.

t 3.82 5.38 0.30
p< 0.005 0.001 N.S.

t 1.35 3.55
p< N.S. 0.005

t 4.73
p< 0.001
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T A B L A 13B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN 
CITOSOL DE UTERO PARA LA DOSIS DE 10 ng E2/kg.

TIB!PO RECEPTORES VARIACION
Horas N fm/mg Tejidc % Control

0.5 3 4.55 - 0.59 107.8
2 5 4.79 - 0.42 113.5
5 6 5.24 - 0.43 124.2
8 5 6.95 - 0.47 164.7
12 8 7.49 - 0.38 177.5
18 5 3.94 - 0.27 93.4

CONTROL 26 4.22 - 0.05 100
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COIPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACTONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO­
SIS DE 10 ng Ez/kg.

0.5 2 5 8 12 18

CONTROL

0.5

12

t 1 .29 2.56 4.29 11.2 10.8 1 .67
p < N.S. 0.01 0.001 0.001 0.001 N.S.

t 0.29 0.82 2.72 2.95 0.92
p< N.S. N.S. 0.025 0.01 N.S.

t 0.67 3.05 3.45 1.32
p< N.S. 0.01 0.005 N.S.

t 2.42 3.01 2.22
p< 0.05 0.01 0.05

t 0.67 4.9
p < N.S. 0.001

t 4.84
p< 0.001
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FIG. 14

fin/mg Prot.

400-
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2015105
Horas

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO TRAS LA 
ADMINISTRACION DE 1 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN_ 
EN FEMTQMOLES/MG PROTEINAS - D.E.
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T A B L A  14A

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACIOf
Horas N finol/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 - 1.22 84.9

CONTROL 28 217.2 - 10.9 100
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CQMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS D0-- 
SIS DE 1 ng E2/kg.

0.5 2 5 8.5 16

CONTROL

0.5

8.5

t 0.65 0.62 7.19 0.08 '0.95
p< N.S. N.S. 0.001 N.S. N.S.

t 0.03 4.84 0.79 0.68
p< N.S. 0.001 N.S. N.S.

t 4.46 1.53 1.47
p< 0.005 N.S. N.S.

t 4.15 4.09
p< 0.005 0.005

t 3.75
p < 0.01
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T A B L A  UB

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Te j ido % 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 - 0.24 74.2

CONTROL 26 4.22 - 0.05 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE UTERO PARA LAS DO­
SIS DE 1 ng E2/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 .-

Evoluciôn de los Rn tras la dosis de 500 ng E/kg..
Los resiiltados expresados en fin/mg DMA y en fifn/mg tejido 

se recogen en las Tablas ISA y 15B. La Fig.15 représenta - 
su evoluciôn en funciôn del tienç)o.

Tras la inyecciôn de estradiol, se observa un aumento pr£ 
gresivo del contenido nuclear de receptores, que a las 4 ho­
ras da un valor de 362.7 fin/mg DNA significativamente ----
(p< 0.005) superior al de los contrôles [283 fin/mg DNA).

El contenido de Rn continua aumentando hasta alcanzar a - 
las 18 horas su mâximo valor con una concentraciôn de 472.2 
fin/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-inyecciôn, permaneciendo 
a este nivel por lo menos hasta las 42 horas, tiempo mâximo= 
estudiado en este trabajo.

Evoluciôn dé los Rn tras la dosis de 10 ng E/Kg .-
Las concentraciones de Rn tras la inyecciôn de esta dosis 

intermedia. Fig. 16 Tabla 16A aumenta a una velocidad mayor 
que en la dosis de 500 ng E2/kg.El valor mâximo se alcanza a 
las 8 horas con 490,3 fin/mg DNA significativo con respecto - 
al control, (p < 0.001).

En las horas siguientes la concentraciôn de receptores nu 
cleares desciende hasta el nivel basai que se alcanza a las= 
18 horas, tiempo al que se registrô un valor de 307,2 fin/mg 
DNA, no significativo respecto al control.
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Evoluciôn de los Rn tras la dosis de 1 ng E/Kg .-
El tipo de dinamica que presentan los Rn resultô ser muy 

seraejante a la que se registrô para los receptores citosôH 
COS tras la administraciôn de esta dosis.Fig.17_,Tabla 17A .

A las dos horas se detectô un ligero aunento del contend 
do de Rn (320,9 fin/mg DNA) que no fué significativo, igual= 
que los presentados por las dosis mayores. Sin embargo, en 
las très horas siguientes se produce un significativo aumen 
to de Rn que culmina a las 5 horas, con un mâximo de 530,8
fin/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.



103.-

FIG. 15

fin/mg DMA.
500 -,

400 -

300 _

200 -

4215 20 25 305 10
Horas

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION 
DE 500 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG IMA - D.E,



T A B L A  I SA

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

104 .-

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/mg DNA % Control

1 4 298.7 - 15.4 105.5
2 15 321.3 - 24.9 113.5
4 4 362.7 - 2.7 128.2
10 6 390.3 - 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 S 312.4 * 16.7 110.3
42 4 264.2 - 10.9 93.3

CONTROL 15 283.0 - 11.3 100
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CCMPARACIONES ENTRE IAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA­
DOS EN fin/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LAS DOSIS 
DE 500 ug E2/kg.

2 4 14 18 24 42

CONTROL

14

18

24

t 1.35 3.09 4.86 4.91 1.18 0.79
p< N.S. 0.005 0.001 0.001 N.S. N.S.

t 0.79 2.3 2.8 0.18 1.11
p< N.S. 0.025 0.005 N.S. N.S.

t 1.39 1.53 Î.77 3.6
p< N.S. N.S. N.S. 0.01

t 0.43 2.38 3.3
p< N.S. 0.025 0.01

t 2.27 2.96
p< 0.05 0.025

t 2.34
p< 0.05
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T A B L A  15B

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Tejido % Control

2 18 1.44 - 0.11 105.1
4 6 1.67 - 0.18 121.9
10 6 1.95 - 0.13 142.3
14 5 2.13 - 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
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CQMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS 
DE 500 ng

2 4 14 18 30 42

CONTROL

14

18

30

t 0.51 1.5 3.49 Ŝ 55 0.79 1.47
p< N.S. N.S. 0.005 0.001 N.S. N.S.

t 1.0 2.78 2.81 0.4 1.61
p< N.S. 0.01 0.01 N.S. N.S.

t 1.51 1.49 0.6 2.42
p< N.S. N.S. N.S. 0.025

t 0.10 2.38 3.55
p< N.S. 0.025 0.005

t 2.17 3.42
p< 0.05 0.01

t 3.94
p< 0.005
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FIG. 16
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EVOLUCION BE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA ADMI­
NISTRACION DE 10 ng Ê /Kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FM  
TOMOLES/MG DNA - D.E.
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EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN 
HKLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS DE 10 ng E,/kg.

109.-

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/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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CQMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA­
DOS EN fin/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LAS DOSIS= 
DE 10 ng Ê /kg.

0.5 5 8 12 18

CONTROL
t

P <

0.53 
N.S.

2.35
0.025

6.78
0.001

5.58
0.001

0.91
N.S.

0.5
t

P <

1.02
N.S.

3.55
0.01

2.74
0.01

0.21
N.S.

5
t

P <

1.49
N.S.

0.85
N.S.

0.93
N.S.

8
t

P <

1.45
N.S.

3.63
0.01

12
t

P <

2.62
0.025
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EVOLUCICW TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN 
NUCLEOS DE UTERO PARA LA DOSIS DE 10 ng E-/kg.

1 1 1 . -

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/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 - 0.14 93.4

CONTROL 29 1.37 - 0.08 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA­
DOS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE UTERO PARA LAS DO­
SIS DE 10 ng E2/kg.

0.5 5 8 12 18

CONTROL

0.5

12

t 0.35 2.01 3.56 3.76 0.39
p < N.S. 0.05 0.001 .0.001 N.S.

t 1.2 1.85 1.87 0.74
p < N.S. N.S. 0.05 N.S.

t 0.76 0.55 1.7
p < N.S. N.S. N.S.

t 0.43 2.25
p < N.S. 0.05

t 2.39
p < 0.01
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FIG. 17

500 ^

500 _

400 -

300 -

200 _

!\

I
10

n ------- 1
IS 20

Horas

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA 
ADMINISTRACION DE 1 ng E,/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRE­
SAN EN FEMTOMOLES/MG DNA - D.E.



T A B L A  17A

EVOLUCICN TEMPORAL DE RECEPTORES DE ESTROGENO EN 
NUCLEO DE UTERO PARA LA DOSIS DE 1 ng E,/kg.

114.-

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/mg DNA % Control

2 6 320.9 - 20.2 113.7
5 6 530.8 - 39.1 187.6
8.5 5 314.9 - 23.8 113.3
16 4 296.9 - 43.3 104.9

CONTROL 15 283.0 - 11.3 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fin/mg DNA OBTENIDAS EN EL NUCLEO DE UTERO PARA LAS D0-- 
SIS DE 1 ng E2/kg.

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

P< 0.001 N.S. N.S.

t 4.08 3.5
5

P< 0.005 0.005

t 0.33
8.5

P< N.S.
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EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN 
NUCLEO DE UTERO PARA LA DOSIS DE 1 ng E,/kg.

116.-

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Tejido % Control

2 4 1.59 - 0.13 116.1
5 7 2.44 - 0.-1 178.1
8.5 S 1.54 - 0.20 112.4
16 4 1.56 - 0.26 113.8

COITOOL 29 1.37 - 0.08 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN EL NUCLEO DE UTERO PARA LAS - 
DOSIS DE 1 ng Ez/kg.

2 5 8 16

CONTROL
t 0.97 5.38 0.79 0.83
p< N.S. 0.001 N.S. N.S.

t 2.59 0.17 0.14
p< 0.025 N.S. N.S.

t 2.7 2.7
p< 0.025 0.025

t 0.07
p< N.S,
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3.2.3.- EVOLUCION CONJUKTA DE LOS RECEPTORES DE ESTRADIOL EN UTERO.-

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

La Fig. en la que se représenta las evoluciones de la 
concentraciôn de los receptores citosôlicos tras la adminis- 
traciôn de las très dosis estudiadas en este trabajo, nos == 
permitirâ analizar comparativamente las dinamicas que tras = 
cada estîmulo de estradiol présenta la poblaciôn de recepto­
res citosôlicos, asî como establecer relaciones con los re-- 
sultados de otros autores consultados en la bibliografîa.

En la Fig. 18 destaca cômo unicamente la dosis de 500 ng 
E2/kg. produjo depleciôn significativa de los receptores ci­
tosôlicos. Ni la dosis de 10 ng E2/kg. ni la de 1 ng E2/kg., 
produj eron disminuciôn significativa de los Rc, si bien los 
valores medidos durante las 5 y 2 horas post-inyecciôn res-- 
pectivamente, se mantuvieron inferiores al control. Por otra 
parte, las très dosis ensayadas, 500, 10 y 1 ng Ê /kg., pro- 
vocaron la apariciôn de la fase de sobretiro, o fase en la = 
que la concentraciôn de receptores supera a la de los contro 
les. Posteriormente el ciclo se cierra con el retomo 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 depleciôn y la reci:ç)eraciôn de la capacidad ca£ 
t adora de estradiol por el citosol, han sido ampliamente de£ 
critas, principalmente en ratas prepûberes. 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 AmiNISTRACION 
DE 1 ( A ), 10 ( è ) y 500 ( 0 ) ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN = 
FEMTOMOLES/MG PRÛTEINAS - D.E.
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GALAND (1978) revise las evoluciones de las concentracio- 
nes de receptores citosôlicos uterinos en relacion con la do 
sis de hormona administrada, encontrando que la magnitud de 
la depleciôn guarda relaciôn con la dosis de estradiol ensa- 
yada.

En ratas prepûberes, MESTER y BAÜLIEU (1974) registraron= 
una depleciôn del 50% para una dosis de 0.1 pg/rata, lo que 
équivale aproximadamente a unos 2 pg Ê /kg. en adultos, y de 
mas de 90% para 1 jLig E2/rata, dosis del orden de los 20 ̂ g = 
E2/kg. en adultos. HAYES (1981) ha presentado recientonente= 
valores de este orden también en ratas prepûberes con esa = 
misma dosis.

En estos resultados con la dosis de 500 ng Ê /kg. se pré­
senta al cabo de dos horas, una depleciôn citosôlica de un = 
60% Trente al 90% que para una dosis de 1 jig/rata obtiene -- 
CIDLOWSKI y MULDOCN (1974) también en animales castrados, == 
mientras que, con las dosis menores de 10 y 1 jug Ê /kg. aquî 
utilizadas, la depleciôn résulta indétectable.

Después de la depleciôn se observa un aumento de la con-- 
centraciôn de receptores hasta los niveles del control. Para 
la dosis de 500 ng E2/kg.,se encuentra que esta recuperaciôn 
es mas râpida que la observada por otros autores. CIDLOWSKI 
y MÜLDOON (1974) a las 15 horas post-inyecciôn, detectaron = 
una repleciôn del 85% para una dosis de 4 mg/kg.

En ratas prepûberes, BAULIEU (1974) y HAYES y COL. (1981) 
registraron la recuperaciôn total de la concentraciôn de Rc 
entre las 12-15 horas para la dosis de 1 ĝ/rata. Con una do 
sis cinco veces mayor GORSKI (1972) y RUH y BAUDENDISTEL == 
(1977) la detectaron a las 22 horas post-inyecciôn, dé donde
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se puede deducir que en las ratas prepûberes parece existir 
una relaciôn directa entre la dosis inyectada y la duraciôn 
de la fase de reciçeraciôn. No obstante, los resultados que 
otros autores obtienen con ratas intactas o prepûberes no = 
son enteramentecomparables con estos, y sôlo debe usarse a 
titulo orientativo.

A la vista de las evoluciones de la concentraciôn de Rc 
para cada una de las dosis estudiadas en :estos experimen-= 
tos, se observa también una correlaciôn directa entre el = 
tienço al que culmina la recuperaciôn citosôlica (cuando la 
concentraciôn de Rc alcanza la concentraciôn de los contrô­
les), o lo que es lo mismo, el momento en que comienza el = 
sobretiro (fase en la que la concentraciôn de Rc supera a = 
la de los contrôles), y la magnitud de la dosis administra­
da. Cuanto mayor es la dosis, mas se retrasa la apariciôn = 
del sobretiro, registrândose el aumento de concentraciôn so 
bre el control a las 2, 6 y 13 horas para las dosis de 1, = 
10 y 500 ng E2/kg. respectivamente; dândose ademâs una rela 
ciôn directa entre el logaritmo de las dosis y el tienço a 
que se empieza a producir el sobretiro. Fig. 20(a).

HAYES y COL. (1981) en ratas prepûberes y con una dosis= 
de 1 pg/rata encontraron un sobretiro con un mâximo a las = 
24 horas y un retomo a los niveles control que culminô a = 
las 72 horas.

MORRIS (1976) usando ratas adultas ovariectomizadas y = 
con dosis de 4 y 20 pg E2/kg., al ensayar la concentraciôn̂  
de receptores a las 24 horas post-inyecciôn, encontrô valo­
res en la concentraciôn de receptores superiores al control 
en el 75% y 30% respectivamente.
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Probablemente la relacion directa aqui observada entre la 
dosis y el tianpo invertido en culminar la recuperaciôn cit£ 
sôlica aporte una explicaciôn a la ausencia de sobretiro den 
tro de las primeras 24 horas post - inyeccion, cuando se inyec 
tan dosis elevadas de estradiol.

De la revisiôn 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 observaciôn del ciclo completo para cada dosis en- 
sayada permite extraer algunas relaciones dosis-tiempo de in 
teres.

Como puede observarse en la Fig. 19(b) las maximas concen 
traciones de receptores citosôlicos se detectan para las do­
sis mas bajas, mientras que el tienç>o al que tales concentra 
clones se alcanzan guarda relaciôn directa con el logaritmo= 
de la dosis ensayada. Fig. 19(a).

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

Por ultimo, en la Fig. 20(b) se observa que la duraciôn = 
del ciclo también guarda relaciôn directa con el logaritmo = 
de la dosis ensayada. El posible significado de taies hechos 
sera extensamente estudiado en la discusiôn.
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RELACIONES ENTRE LOS TIEMPOS A LOS QUE SE DETECTAN LOS MAXIMOS 
DE Rc (a) Y LOS VALORES DE SUS MAXIMAS CONCENTRACIONES ALCANZA 
DAS (b) CON EL LOGARITM) DE LA DOSIS INYECTADA.



FIG. 20

124.-

Horas 

15 -

(a)

10 -

5 _

0 J
3 log.dosis

Horas 
30 1

(b)

20 -

10 -

0
3 log.dosis

RELACION ENTRE EL TIEMPO AL QUE COIIENZA 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 concentraciôn de los r£ 
ceptores nucleares uterinos tras la administraciôn de las do 
sis de 500, 10 y 1 ng E2/kg.se han representado conjuntamen- 
te en la Fig. 21 , con el fin de facilitar su estudio compa­
rative .

Se observa cono las très dosis han sido efectivas en el = 
sentido de producir aumentos en la concentraciôn de los re-- 
ceptores nucleares sobre los valores de concentraciôn de los 
contrôles, apreciandose una clara relaciôn directa entre el 
tiempo que los receptores son retenidos en el nûcleo y la = 
magnitud de la dosis ensayada ; de modo que a mayor dosis se= 
produce una mayor peimanencia de la concentraciôn de Rn som­
bre los niveles control. Concretamente se da una dependencia= 
lineal entre el logaritmo de la dosis y el tienpo de reten-- 
ciôn del receptor por los nucleos. Fig. 22(a). En este sentî  
do, para la dosis de 500 ng E2Kg. los nucleos presentan una 
capacidad de captaciôn de estradiol superior a la de los con 
troles al menos durante 24 horas, Trente a las 18 y 8 horas= 
de duraciôn del ciclo de los Rn para la dosis de 10 y 1 ng = 
E2/kg. respectivamente. (Fig. 21).

La duraciôn del ciclo de los receptores nucleares tras la 
inyecciôn de la dosis de 500 ng E2/kg., es del orden de las 
encontradas por otros autores con dosis muy superiores.

CLARK y PECK (1976) que estudiaron la evoluciôn de los rê 
ceptores nucleares tras la administraciôn de diferentes do-- 
sis de estradiol en ratas prepûberes, encontraron para dosis
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FIG. 21
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTERO TRAS LA ADMINISTRACION 
DE 1 ( A), 10 ( • ) y 500 ( 0 ) 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 indico anteriormente.

Otro hecho de destacar que tampoco ha sido observado por 
ninguno de los autores consultados, es que los valores de == 
las maximas 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 prepûberes compararon 
los efectos de las dosis de 2 y 50 pg E2/kg. sobre la evolu­
ciôn de los Rn, encontraron que los maximos de concentraciôn 
que se alcanzaron simultâneamente a las très horas en ambas= 
dosis estân en relaciôn directa con la dosis inyectada, mien 
tras que su evoluciôn se hace coïncidente a partir de la == 
sexta hora post-inyecciôn.

En general, con las dosis normalmente utilizadas y en ra­
tas prepûberes, los valores de concentraciôn de Rn en los ma 
ximos son superiores a los aquî registrados. En animales ova 
riectomizados no se han hecho trabajos de este tipo para po- 
der establecer comparaciones con nuestros resultados. El anî  
mal prepûber es un modelo experimental distînto, que junto = 
con la gran diferencia entre las dosis empleadas no permite= 
establecer relaciones définitivas entre los resultados que = 
aquî se presentan y los descritos en la bibliografîa consul- 
tada.
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de 2 y 50 ug/kg. retenciôn nuclear de receptores hasta las = 
24 horas de la inyeccion de estradiol en ambas dosis.

HAYES (1981), también en prepûberes y con una dosis de 20 
ug Ê /kg. encuentra un aumento de los Rn durante 24 horas. = 
En el mismo trabajo ensaya dosis relativamente bajas (10, 1
y 0.1 pg E2/kg) pero solamente estudia su evoluciôn hasta == 
las 6 horas, tiempo al que aûn las concentraciones détecta-- 
das son superiores al control, y por tanto no puede apreciar 
se la duraciôn del ciclo.

En ratas ovariectomizadas de très semanas DAVIES y COL. = 
(1979), y en un trabajo orientado a investigar los efectos = 
tamoxifen en comparaciôn con el estradiol sobre la actividad 
de las RNA polimerasa, obtiene una evoluciôn en la que man-- 
tienen durante 24 horas una concentraciôn de Rn superior a = 
la basai. Este tienpo de retenciôn nuclear coincide con el 
aquî obtenido para la dosis de 500 ng Ê /kg, cuatro veces me 
nor que la administrada por los autores anteriormente cita-- 
dos.

De la comparaciôn de las très dinamicas observadas (Fig. 
21), también se aprecia como la detecciôn de los maximos de 
concentraciôn de receptores nucleares, es tanto mas tardîa = 
cuanto mayor es la dosis que se ha administrado, registrando 
se a unos tiempos que guardan relaciôn directa con el loga-- 
ritmo de la dosis (Fig. 22(b). En la bibliografîa eonsulta- 
da, las maximas concentraciones de Rn se han detectado en == 
tomo a las très horas post-inyecciôn en trabajos realizados 
en ratas prepûberes (DAVIES, 1979; MESTER y BAULIEU, 1975; - 
CLARK y PECK, 1976; HAYES y COI.., 1981; MARKAVERICH y CLARK, 
1979), y utilizando dosis mucho mayores (entre 1 y 50 pg 
kg). En ellos, tras alcanzarse el mâximo de concentraciôn 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.



130.-

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

En las representaciones grâficas de las Figuras 25 , 24 , 
y 25 se ha recogido para cada una de las dosis ensayadas - 
las evoluciones conjuntas de los receptores citosôlicos y nu 
cleares. Las concentraciones de Rc y Rn se hanexpresado como 
porcentaje de variaciôn respecte de sus contrôles.

En la Fig. 23 donde se représenta el ciclo del receptor= 
para la dosis de 500 ng Ê /kg., se observa como la depleciôn 
inicial de los Rc va acompanada de un aumento de los Rn,que 
no llega a ser significativo respecte de su control. En la - 
etapa correspondiente a la repleciôn citosôlica hay un aumen 
to paralelo de ambos tipos de receptores. Durante la fase de 
sobretiro de los Rc se sigue observando acumulaciôn de rece£ 
tores en el nûcleo, para, después de alcanzar ambos sus mâxî  
mes respectives, regresar a los niveles control.

En la dosis de 10 ng E2/kg., Fig. 24 , y durante las pri­
meras horas en que la concentraciôn de Rc se mantiene ligera 
mente inferior al control se produce un aumento significati­
vo de la concentraciôn de Rn. Aumento que continûa durante - 
la fase de sobretiro de los receptores citosôlicos. Después= 
de registrarse los maximos valores de concentraciôn de ambos 
receptores se produce el regreso a los niveles control, al - 
igual que ocurre en la dosis de 500 ng de E2/kg.

En la Fig. 25 donde se représenta el movimiento de re-- 
ceptores producido por el estîmulo de 1 ng E2/kg., es de -- 
destacar el perfecto sincronismo de las evoluciones de los - 
receptores citosôlicos y nucleares. Ambas concentraciones de 
modo simultaneo aumentan, alcanzan sus mâximos respectives y 
regresan a los valores control.
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A1 comparar las Fig. 25 , 24 , y 25 se observa la rela-- 
ciôn entre la evoluciôn de los receptores citosôlicos y nu-- 
cleares en cada dosis utilizada. En este sentido, la dosis - 
minima de 1 ng E2/kg. provoca una evoluciôn sincrônica de am 
bos receptores. Con la dosis de 10 ng E2/kg. se produce un - 
des fase de las dinamicas Rc-Rn de modo que el aumento de Rn= 
precede al sobretiro de los Rc. En la dosis de 500 ng E2/kg. 
el desfase es aûn mas acusado, detectândose acûmulo de Rn du 
rante las fases de repleciôn y sobretiro de Rc.

Por ûltimo destacar en este apartado un hecho que es co-- 
mûn a las très dosis: el regreso simultaneo de Rc y Rn a los 
niveles del control después de haber alcanzado sus valores - 
de maxima concentraciôn. Esta observaciôn y la coincidencia= 
en las evoluciones de los receptores citosôlicos y nucleares 
con la dosis de 1 ng Ê /kg. anteriormente comentada, no han 
sido descritas.
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FIG. 23
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS ( • ) Y NUCLEA­
RES ( 0 ) 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 £m/mg prot. 6 283 - 11.3 fm/ 
mg DNA).
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FIG, 24
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS ( • ) Y 
NUCLEARES ( o) eN UTERO TRAS LA AmiNISTRACION DE 10 ng/ 
Kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE DE VARIA-- 
CION RESPECTO DEL CONTROL (217.2 - 10.9 fin/mg prot. 6 
283.0 - 11.3 fin/mg DNA).
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FIG. 25

150-

100

0 5 10 15 20
Horas

EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS (• ) 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 fin/mg prot. o 283.0 - 
11.3 fm/mg DNA).
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3.3.- RECEPTORES EN ADENŒIPOFISIS .-

3.3.1.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE ADENŒIPOFISIS —  
TRAS LA AIMINISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL.-

Evoluciôn tras la administraciôn de 500 ng E /̂Kg . -
Los datos se recogen en las Tablas 26A , 26B y estân reprê  

sentados graficamente en la Fig. 26 .
La foraia en que evolucionô la concentraciôn de receptores 

fué muy seme jante a la observada para los ûteros con esta -- 
miana dosis. De este modo, a las dos horas de la inyecciôn - 
de estradiol, la cantidad de receptores descendiô bruscamen- 
te desde 113,4 fm/mg prot., nivel control, hasta 24,9 ân/mg 
prot., lo que représenta una disminuciôn del 78% con una al̂ 
ta significatividad estadistica (p < 0.0005).

En las 8 horas siguientes se produjo la recuperaciôn de 
la concentraciôn de receptores en el citosol. A las 10 ho-- 
ras se alcanzô el nivel de los contrôles, superandose signî  
ficativamente a partir de las 12 horas. A las 24 horas se - 
registrô el mâximo valor de Rc con 147,5 fm/mg prot.(p< 0.005)

A partir de las 24 horas se observô 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 contrôles.

Evoluciôn tras la administraciôn de 10 ng de Ep/Kg
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 présenta 
una depleciôn del mismo orden de magnitud que la observada - 
para la dosis de 500 ng/kg. El mînimo es registrado a las -- 
0.5 horas con 22.4 fm/mg prot. (p< 0.001) significativo con 
respecto al control.

La recuperaciôn de la concentraciôn de Rc culmina sobre - 
las cinco horas, iniciandose el sobretiro que ya, a las 8 ho 
ras, présenta un valor superior al control, y que alcanza el 
mâximo 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 contrôles en las seis horas siguientes. A las 18 
horas siguientes se obtuvo una concentraciôn de 89.4 fin/mg 
prot. (N.S.).

Evoluciôn tras la administraciôn de 1 ng E /̂kg
Los resultados se recogen en las Tablas 27A y 27B y se re­

présenta en la Fig. 27 .
Esta dosis minima, al igual que ocurrîa en el utero, no -- 

fué capaz de provocar una depleciôn significativa en la con-- 
centraciôn de los receptores citosôlicos, en las primeras dos 
horas. Cinco horas después de la inyecciôn que indujo la apa­
riciôn de concentraciones de receptor significativamente mas 
altas que los contrôles [p< 0.05), alcanzandose en este tiem­
po el valor de 182,4 fm/mg prot. que représenta un 60,8% de - 
aumento. Este valor es del orden de los detectados a las 8 y 
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 concentraciôn de Rc después de alcanzar el 
mâximo regresô a los valores control finalizando el ciclo a - 
las 8 horas de la administraciôndel estradiol,con un valor de 
97,6 fin/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 Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMTOMOLES/MG
PROTEINAS - D.E.
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T A B L A  26A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE 
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg prot. % Control

0.5 6 51.7 - 2.0 45.6
1 6 28.6 - 2.4 25.2
2 9 24.9 - 3.2 22.0
3 6 28.1 - 5.2 24.7
4 9 46.1 - 1.2 40.6
12 12 134.5 - 4.7 118.6
24 18 147.5 - 9.4 130.1
30 6 127.9 - 3.6 112.8
42 12 111.8 - 1.4 98.6

CONTROL 30 113.4 - 3.9 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENŒIIPOFISIS PA­
RA LA DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

0.5 2 4 12 24 30

t 4.2 7.36 5.65 1 .97 3.01 0.58

p < 0.001 0.001 0.001 0.05 0.005 N.S.

t 4.8 1.62 9.96 5.11 13.06

p < 0.01 N.S. 0.001 0.005 0.005

t 4.72 15.19 8.06 16.2

p < 0.005 0.001 0.001 0.001

t 13.3 6.73 17.5

p < 0.001 0.001 0.001

t 0.96 0.76

p < N.S. N.S.

t 1.04

p < N.S.

CONTROL

0.5

12

24
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T A B L A  26B

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Tejido % Control

3 9 1.43 - 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
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COIPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESAr 
DOS EN fin/mg TEJIDO, OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA 
RA LA DOSIS DE 500 ng Ê /Kg.

3 4 12 24 30 42

t 8.9 7.3 1.06 3.16 0.41 0.46
CONTROL

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 1.29 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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S 2010 IS
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN ADENOHIPOFISIS TRAS
LA ADMINISTRACION DE 10 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN =
EN FEMTCMDLES/MG PROTEINAS - D.E.



T A B L A  27A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE 
ADENŒIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 10 ng Ê /kg.
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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 6 111.7 - 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 fin/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA­
RA LA DOSIS DE 10 ng Ê /kg.

0.5 2 5 8 12 18

t 6.2 5.7 0.11 3.84 4.64 1.48

p < 0.001 0.001 N.S. 0.005 0.001 N.S.

t 6.42 6.71 177.2 4.98 3.36

p < 0.025 0.025 0.001 0.005 0.05

t 6.13 98.6 4.76 2.99

p < 0.025 0.001 0.001 0.05

t 4.35 2.27 0.93

p ̂ 0.025 N.S. N.S.

t 0.59 4.03

p < N.S. 0.05

t 2.8

p < 0.025

CONTROL

0.5

12



T A B L A  27B

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE ADENOHI­
POFISIS PARA LA DOSIS DE 10 ng Ê /kg.
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TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/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 - 0.20 100
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COMPARACIONES ENTRE IAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg TEJIDO, OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA 
RA LA DOSIS DE 10 ng Ê /kg.

0.5 2 5 8 12 18

t 8.54 7.57 0.24 5.52 3.88 2.72

p < 0.001 0.001 N.S. 0.001 0.001 0.025

t 5.33 6.51 10.0 3.36 6.58

p < 0.025 0.025 0.01 0.01 0.025

t 5.71 9.3 3.17 4.93

p < 0.025 0.01 0.025 0.025

t 3.32 1.68 1.62

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

t 0.4 5.22

p < N.S. N.S.

t 2.22

p < 0.05

CONTROL

0.5

12
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FIG. 28
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1 0 0 -
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15 205 10
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN ADENOHIPOFISIS TRAS
LA ADMINISTRACION DE 1 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN
FEMTCMOLES/MG PROTEINAS - D.E.



T A B L A 28A

EVOLUCIŒ TEMPORAL DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE 
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng E./kg.
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TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/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 - 5.9 100
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CQMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fm/mg Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PARA 
LAS DOSIS DE 1 ng Ê /kg.

2 5 8 16

CONTROL
t 0.89 6.49 1.08 2.88
p < N.S. 0.001 N.S, 0.01

t 7.96 0.18 2.03
p < 0.001 N.S. N.S.

t 11.2 12.2
p < 0.001 0.001

t 3.1
p < N.S.
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS DE ADENOHI­
POFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng Eg/kg.
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TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Tejido % Control

2 6 5.14 - 0.43 94.1
5 9 9.4 - 0.26 172.2
8 6 5.02 - 0.08 91.9
16 6 3.64 - 0.32 66.7

CONTROL 30 5.46 - 0.20 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fm/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE ADENOHIPOFISIS PA­
RA LAS DOSIS DE 1 ng Eg/Kg

2 5 8 16

CONTROL
t 0.59 9.03 0.87 3.45
p< N.S. 0.001 N.S. 0.005

t 6.95 0.19 1.98
p< 0.005 N.S. N.S.

t 10.4 10.7
p< 0.001 0.001

t 2.96
p< 0.05
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3.3.2.- EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE ADENOHIPOFISIS TRAS 
LA AmiNISTRACION DE LAS DIFERENTES DOSIS DE ESTRADIOL .-

Evolucion tras la administraciôn de 500 ng E^/kg. .-

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

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

Evolucion tras la administraciôn de 10 ng E /̂kg

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

Después de alcanzado el maxime, la concentraciôn nue 1 ear= 
de receptores desciende, de modo que el valor detectado a -- 
las 12 horas, 481,6 fin/mg DNA, no présenta diferencia signi­
ficativa con los contrôles.

Evoluciôn tras la administraciôn de 1 ng E /̂kg

La administraciôn de esta dosis,Fig.31 Tabla 31A produje 
a las cinco horas una concentraciôn de 6.56,1 fim/mg DNA —
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(p<0.001) respecte al control e inferior aimque no significa 
tivo respecte a las detectadas a este tianpo para las dosis= 
mayores. Transcnrridas 16 horas de la inyecciôn, la concen-- 
traciôn de receptores nucleares se registre al nivel de los= 
contrôles con un valor de 44.3 fm/mg DNA (n.s.).
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£m/mg DNA

FIG. 29

800^
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500.
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA 
ADMINISTRACION DE 500 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN = 
FEMTCMOLES/MG DNA - D.E;
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T A B L A  29A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
ADENŒIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fmol/mg DNA % Control

2 12 663.6 - 28.2 160.1
4 6 776.8 - 29.3 188.1
12 12 644.6 - 31.0 156.1
15 6 533.8 - 49.0 129.1
24 12 410.4 - 61.1 99.1
30 6 404 - 47.7 97.1
42 15 418.5 - 24.5 101.3

CONTROL 27 413.8 - 24.5 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg DNA, OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENOHIPOFISIS PARA= 
LA DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

2 4 12 15 24 30

t 5.57 6.11 5.03 1.91 0.06 0.16

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

t 2.06 0.39 2.0 3.26 4.05

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

t 2.23 3.01 3.36 4.71

p < 0.05 N.S. 0.025 0.025

t 1 .61 2.96 3.55

p < N.S. 0.025 0.025

t 1.08 1.34

p ̂ N.S. N.S.

t 0.056

p < N.S.

CONTROL

12

15

24
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T A B L A  29B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Tejido % Control

2 12 3.38 - 0.33 207.4
4 6 2.77 - 0.19 170.1
12 15 2.00 - 0.77 122.2
24 12 2.21 - 0.35 135.6
30 6 2.18 - 0.40 133.7
42 12 1.86 - 0.04 114.1

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 500 ng Ê /kg.

12 24 30 42

CONTROL

12

24

30

t 6.6 5.94 1.97 2.08 2.08 1.95
p < 0.001 0.001 0.05 0.05 0.05 0.05

t 1.02 3.31 2.1 1.8 3.9
p < N.S. 0.01 0.05 N.S. 0.005

t 1.95 0.89 0.94 5.07
p < N.S. N.S. N.S. 0.005

t 0.48 0.38 0.55
p < N.S. N.S. N.S.

t 0.04 0.86
p < N.S. N.S.

t 0.91
p < N.S.
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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 - 
FEMTCM0LES/M3 DNA - D.E.



160.-

T A B L A  30A

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/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 t 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 Eg/kg.

2 5 8 12

t 4.3 5.99 2.34 1.13
p < 0.001 0.001 0.025 N.S.

CONTROL

t 1.6 2.10 3.14
p < N.S. N.S. 0.05

t 3.24 4.05
p < 0.05 0.05

t 1.19
p < N.S.
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T A B L A  30B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 10 ng Ê /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 - 0.08 105.5

CONTROL 27 1.63 - 0.07 100
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CCM>ARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENOHIPOFISIS PA­
RA LAS DOSIS DE 10 ng Ê /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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164.-

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN ADENOHIPOFISIS TRAS
LA ADMINISTRACION DE 1 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN 
EN FEMTOMOLES/MG DNA - D.E.
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T A B L A  31A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng Ê /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 - 24.3 107.1

CONTROL 27 413.8 - 24.3 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCEÎ rRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fin/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEO DE ADENOHIPOFISIS PARA -- 
LAS DOSIS DE 1 ng Ê /kg.

2 5 8 16

t 0.11 4.2 2.91 0.54
CONTROL

P < N.S. 0.005 0.01 N.S.

t 7.53 5.78 0.98
2

P < 0.01 0.025 N.S.

t 5.47 7.6
5

P < 0.025 0.01

t 5.54
8

P < 0.025
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T A B L A  31B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
ADENOHIPOFISIS PARA LA DOSIS DE 1 ng E2/kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N £m/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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CCMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE ADENOHIPOFISIS PA­
RA LA DOSIS DE 1 ng Ê /kg.

16

t 3.93 4.30 0.64
p < 0.005 0.005 N.S.

CONTROL

t 1.11 1.29
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 Fig.32 , donde se han representado las dinâmicas de - 
la poblaciôn de receptores para las très dosis ensayadas, - 
nos permite hacer un anâlisis conparativo de los respecti-- 
vos ciclos del receptor en cada situaciôn experimental.

Las dos dosis mayores (500 y 10 ng/kg)producen una depl£ 
ciôn inicial del mismo orden de magnitud (78% y 80% del con 
trol) Trente a la ausencia de esta en la dosis de un ng/kg.

CIDLOWSKI y MULDOON (1974) en ratas ovariectomizadas al 
ensayar varias dosis de 40, 20 y 4 ̂ ug E2/kg, encuentran pa­
ra todas ellas una hora después de administrar la hormona,- 
unos valores para la concentraciôn de Rc del orden del 94%, 
70% y 50% respecte del control, datos que parecen indicar - 
que la intensidad de la depleciôn citosôlica guarda una re- 
laciôn directa con la dosis ensayada.

Esta relacion se manifiesta también en los resultados de 
MORRIS (1976) que, para una dosis de 4 y 20 ug E2/kg encuen 
tra unas depleciones del 70% y 80% respectivamente. Intensif 
dades similares de depleciôn han sido descritas también por 
SPONA y COL.(1980a) 1̂980b)en citosol de adenohipôfisis de - 
ratas avariectonizadas y adrenalectomizadas para una dosis= 
de 40 jug Ê /kg, y por MENON Y GUNAGA (1976), 9 horas des—  
pues de implantar capsula silastic que producen una concen­
traciôn plasmâtica de estradiol de 90 pg/ml.
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FIG. 32
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN ADENOHIPOFISIS IRAS LA
ADMINISTRACION DE 1 (A ), 10 ( •) y 500 ( o) ng Ê /Kg. LOS RESULTA
DOS SE EXPRESAN EN FENTTOMOLES/MS 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 conparaciones 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 depleciôn se refie 
re como las anpleadas por los autores anterioremente cita-- 
dos.

En lo que respecta a la recuperacion citosôlica, al —  
igual que se vio en utero, y como se presentarâ posterior-- 
mente en hipotâlamo, se observa que es mas lenta cuanto ma­
yor es la dosis administrada. En la Fig.35(b)se pone de ma- 
nifiesto que el tieftipo al que se alcanza el nivel de los -- 
contrôles guarda relaciôn lineal con el logaritmo de la d£ 
sis.

Esta observaciôn esta de acuerdo esencialmente con lo -- 
descrito en la escasa bibliografîa existante sobre este as- 
pecto, en la que, para dosis mayores que las aquî utiliza-- 
das, los tienç)os de recuperacion son mucho mas 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- 
ciôn aûn no se ha culminado la recuperacion citosôlica,y en 
el de SPONA y COL. (1980a)la concentraciôn de los contrôles 
no se alcanza hasta las 20-30 horas de la administraciôn de 
la hormona.

Tras la fase de recuperaciôn, la denoninada de sobretiro. 
en la que se produce la acumulaciôn de receptores en el ci­
tosol por encima de los valores control, se observa en las= 
très dosis. Es durante esta fase cuando se registrar, los ma 
ximos valores de Rc, y es de destacar que los tianpos a los 
que se miden estos maximos, estan en relaciôn directa con - 
el logaritmo de la dosis correspondiente. Fig. 33(a).
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FIG. 53
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RELACIONES ENTRE LOS TIEMPOS A LOS QUE SE ALCANZA LA MAXIMA 
CONCENTRACION DE Rc (a) Y LOS TIEMPOS A QUE CCMIENZA EL SO­
BRETIRO (b) CON EL LOGARITMO DE LA DOSIS AIMINISTTRADA.
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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 CCMIENZA EL SO­
BRETIRO (b) CON EL LOGARITMO DE LA DOSIS ADMINISTRADA.
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FIG . _34
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RELACIONES ENTRE LA DURACION DEL CICLO DE LOS RECEPTORES CITOSO­
LICOS (a) . Y DEL SOBRETIRO (b) CON EL LOGARIIMD DE LA DOSIS ADMI­
NISTRADA.
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Esta fase de sobretiro no la registra SPOM [1981], que 
hace medidas puntuales a las 30, 50 y 75 horas post-inyec-- 
ciôn. Es probable que el sobretiro se manifestara entre los 
intervalos de tiempo indicados, ya que son mas largos que - 
los considerados en este trabajo.

El ciclo, para las très dosis estudiadas, finaliza con 
el retomo de la poblaciôn de receptores a los valores del= 
control, destacando de nuevo la relaciôn directa que se ob­
serva entre la duraciôn 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 dinâmicas de los Rn adenohipofisarios ante los dife 
rentes estimulos de estradiol, presentan una évolueiôn muy 
similar en lo que respecta al aumento inicial de la concen­
traciôn de receptores que culmina en un mâximo registrado - 
a las 5 horas de la inyecciôn para las très 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 obtenir 
do por otros autores (ANDERSON, 1973 y SPONA, 1980a, 1980b)en 
el sentido de registrarse un aumento signifientivo en las - 
primeras horas tras la inyecciôn, seguido por un regreso -- 
mas lento a los niveles control.

En cuanto a los maximos niveles de Rn, hay que senalar= 
que si bien los valores presentados por los autores ante—  
riormente citados son superiores a los aquî obtenidos, hay= 
que tener présente 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 duraciôn del ciclo de los Rn,se - 
observa que es mas largo para la dosis mayor, con una dura-- 
ciôn de 24 horas que en las dosis de 10 y 1 ng E2/kg.que fué 
de 16 y 12 horas respectivamente.

Al comparer estos resultados con los obtenidos por otros= 
autores, encontramos que con dosis mayores como la de 40 pg/ 
kg utilizada por SPONA ,(1980 a) (i 980b)en ratas ovariectomiza­
das y adrenalectomizadas, el regreso a los niveles control - 
ocurre sobre las 20 horas después de la inyecciôn, tiempo -- 
del orden delaquî ehcontrado para la dosis de 500 ng Ê /kg.

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

Con la finalidad de analizar las variaciones de las con-- 
centraciones de receptores citosolicos y nucleares conjunta- 
mente, se eligiô esta forma de exprèsiôn porcentual de los - 
resultados, que se han representado en la Fig.55 , 56 , y

De su estudio comparative, se pone de manifiesto una evo- 
luciôn en la relaciôn Rc-Rn entre las très dosis ensayadas.- 
Comparando las Figuras 35 y 57 correspondientes a las do-- 
sis de 500 y 1 ng/kg como situaciones extramas, destaca en= 
primer lugar que en las primeras horas tras la inyecciôn de 
500 ng Ê /kg, la depleciôn de los Rc va accmpahada por un au 
mento significative de los Rn. La posterior recuperaciôn de 
la capacidad de captaciôn citosôlica tiene lugar cuando los= 
niveles de Rn comienzan a descender. Este tipo de relaciôn - 
"especular" entre la concentraciôn de Rc y Rn que se observa
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para la dosis de 500 ng/kg, coincide parcialmente con los r£ 
sultados encontrados por SPONA (1980) en lo que a Rc se re- 
fiere expresados en % del control, si bien los niveles de -- 
captaciôn nuclear a las primeras horas post-inyecciôn son su 
periores, efecto que se justifica probablemente por la magnî  
tud de la dosis empleada (40 pg/kg.).

Frente a esta situaciôn, la dinâmica que origina la ad­
ministraciôn de la dosis de 1 ng/kg, se caracteriza por la 
ausencia de depleciôn de los Rc y por el aumento significatif 
vo de los Rn en las primeras dos horas post-inyecciôn.En una 
segunda fase se produce el aumento de Rc simultanée con una= 
continuaciôn del aumento de Rn. Finalmente, tras alcanzar -- 
conjuntamente sus mâximos valores, Rc y Rn regresan simultâ- 
neamente a los niveles del control.

De la relaciôn Rc-Rn que se encuentra para la dosis de 1 
ng/kg. no se ha encontrado ningun precedente bibliogrâfico - 
que detecte estos aumentos y disminuciones simultanées de --
los receptores citosôlicos 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 dinâmica de transiciôn entre ambas. En las -
primeras dos o très horas se aprecia el mismo comportamiento 
Rc-Rn que en la dosis de 500 ng/kg., es decir, una fuerte d£ 
pleciôn citosôlica acompanada de un aumento signifientivo de 
la capacidad de captaciôn nuclear. En las dos horas siguien- 
tes se présenta un aumento paralelo de los receptores citoso 
licos y nucleares como lo observado en la dosis de 1 ng/kg. 
Por ultimo, a partir de la quinta hora cuando los Rc han cuî  
minado su repleciôn y los Rn alcanzado su mâximo, la rela—  
ciôn Rc-Rn que présenta esta dosis intermedia se asemeja a -
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la de 500 ng/kg. en cuanto que aimentan los Rc cuando los Rn 
disminuyen, y a la de 1 ng/kg. por presentar la finalizaciôn 
del ciclo con un descenso simultâneo y paralelo de los rece£ 
tores citosôlicos y nucleares.
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FIG. 35
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS ( Y NUCLEARES (o ) EN 
ADENOHIPOFISIS TRAS LA ADMINISTRACION DE 500 ng Ê /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. 36
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS ( • ) 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 fin/mg Prot. o 413.8 - 24.3 fin/mg DNA)
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FIG. 37
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EVOLUCION CONJUNTA DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS ( • ) Y NUCLEA­
RES ( o) EN ADENOHIPOFISIS TRAS LA ADMINISTRACION DE 1 ng Ê /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 fin/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 .-

Evoluciôn tras la administraciôn de 500 ng Ê /kg . -

En las primeras horas que siguen a la administraciôn de e^ 
tradiol, y del mismo modo que en utero y adenohipôfisis, se = 
observa una râpida depleciôn de los receptores citosôlicos == 
que alcanzan el valor de 2.45 fm/mg Prot.(el 70% de disminu-- 
ciôn) a las dos horas de la inyecciôn de la hormona frente a 
los 8.4 fm/mg Prot.del control (p< 0.005). Fig. 58 .

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

Evoluciôn tras la dosis de 10 ng Ê /kg .-

La concentraciôn de Rc disminuye por la administraciôn de 
esta dosis, registrandose el mînimo a las dos horas con 4.28 
fm/mg Prot. valor que représenta un 50% de disminuciôn respec 
to del control (p< 0.025). Fig. 39 .

La recuperaciôn citosôlica que se produce a partir de e_s 
te tiempo, es mas râpida que en la dosis anterior, de forma = 
que a las cinco horas postinyecciôn se detectô la maxima con­
centraciôn de receptores con 10,53 fm/mg Prot.(n.s. respecto= 
del control). A las ocho horas la concentraciôn disminuye a = 
9,67 fm/mg Prot. y a las doce horas llega a ser inferior al =
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control (7,86 fin/mg Prot.) aimque no es significativo.

Evoluciôn tras la administraciôn de la dosis de 1 ng E /̂kg

Esta dosis no produjo variaciones significativas en la con 
centraciôn de receptores citosôlicos hipotalâmicos, Fig. 40 , 
si bien los valores obtenidos de 10.07, 10.55 y 9.38 fin/mg == 
Prot. a las dos, cinco y ocho horas respectivamente tienden a 
mostrar una dinâmica en la que de modo semej ante a las encon- 
tradas en utero y adenohipôfisis para esta dosis, se superan= 
los niveles del control tras la inyecciôn sin haberse détecta 
do previamente depleciôn citosôlica.
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fm/mg Prot,

FIG. 38
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN HIPOTALAÎ̂ D TRAS LA AmilNISTRACION
DE 500 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMimOLES/mg PROTEINAS - D.E,
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T A B L A  38A

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/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 4.0Ô - 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 IAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA­
DOS EN fin/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAM) PARA LA 
DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

1 2 7 12 24 30

t 3.87 4.38 3.22 0.27 0.03 0.19
0.005 0.005 0.01 N.S. N.S. N.S.

t 0.96 1.07 6.15 3.1 3.76

p < N.S. N.S. 0.025 0.05 0.05

t 1 .68 . 5.84 3.46 4.o1

p < N.S. 0.025 0.025 0.025

t 4.32 2.56 2.93

p < 0.025 0.05 0.05

t 0.24 0.07

p < N.S. N-.S.

t 0.16

p < N.S.

CONTROL

12

24
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T A B L A  38B

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

2 7 12 24 30 42

t 3.37 2.5 0.59 0.46 0.48 0.06

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

t 1.39 4.38 0.56 3.39 5.19

p < N.S. 0.025 N.S. 0.05 0.025

t 5.12 0.75 2.92 6.56

p < 0.025 N.S. 0.05 0.025

t 0.35 0.14 1.7

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

t 0.32 0.23

p < N.S. N.S.

t 0.66

p < N.S.

CONTROL

12

24

30
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FIG, 39
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN HIPOTALAMO TRAS
LA ADMINISTRACION DE 10 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRE­
SAN EN FEMTŒOLES/mg PROTEINAS - D.E.
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EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN 
CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 10 ng E2_kg.

189.-

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/mg prot. % Control

1 4 5.56 - 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 - 0.59 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE REŒPTORES EXPRESA- 
DAS EN fin/mg Prot., OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAÎ D PARA LA 
DOSIS DE 10 ng Ê /kg.

1 2 4 5 8 12

t 2 3.05 0.77 1.56 0.92 0.39

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

t 1.20 0.72 3.84' 2.94 1,63

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

t 1.41 5.48 4.33 2.92

p < N.S. 0,025 0.025 0.05

t 1 ,55 1.11 0.29

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

t 0.63 1.99

p < N.S. N.S.

t 1.26

p < N.S.

CONTROL
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T A B L A  39B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS EN 
CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 10 ng Ê /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

CONTROL 28 0.167 ’ 0.015 100
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COIPARACIONES ENTRE LAS COMPARACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA 
LAS DOSIS DE 10 ng Ê /kg.

2 4 5 8 12

CONTROL
t

P <

1.54
N.S.

0.027
N.S.

1.62 
N.S.

0.144
N.S.

0.13
N.S.

2
t

P <

0.81
N.S.

1 .32 
N.S.

0.68
N.S.

0.402
N.S.

4
t

P <

0.83
N.S.

0.08
N.S.

0.06
N.S.

5
t

P <

0.59
N.S.

0.34
N.S.

8
t

P <

0.019
N.S.
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FIG. 40
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN HIPOTALAMO TRAS LA
AIMINISTRACION DE 1 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN =
FEMTOMDLES/ii® PROTEINAS - D.E.
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T A B L A  40A

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/mg prot. % Control

2 12 10.07 - 0.02 119.9
5 8 10.55 - 0.46 125.6
8 8 9.38 - 0.56 111.7

CONTROL 32 8.40 - 0.59 100
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CCMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin /rag Prot. OBTENIDAS EN CITOSOL DE HIPOTALAMO PARA -- 
LAS DOSIS DE 1 ng Ê /kg.

t 1.57 1.60 0.72
CONTROL

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

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

t 1.14
p< N.S.
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T A B L A  40B

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

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 - 0.023 145.5

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 -- 
LAS DOSIS DE 1 ng Ê /kg.

t 2.35 2.57 2.18
CONTROL p< 0.025 0.025 0.05

<•

t 0.30 0.09

P< N.S. N.S.

t 0.21

P< 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 indicô en Material y Métodos (3.1.3.), en el ensa 
yo de los receptores nucleares hubo de hacerse pool de al menos 
cuatro hipotâlamos para conseguir una medida aceptable de la -- 
concentraciôn de receptores. Esto lleva aparejada una al ta cap- 
taciôn inespecîfica diffcil de eliminar mediante los lavados, y 
que con frecuencia enmascaran la captaciôn especifica invalidan 
do parte de los ensayos. Por esta razôn, y dado que cada experî  
mento con seis u ocho animales solo nos permite hacer una 6 dos 
determinaciones de receptores para esta fracciôn, y por tanto = 
disponer de un numéro bajo de datos, es por lo que presentamos= 
este apartado con ciertas réservas. 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).

Evoluciôn tras la administraciôn de la dosis de 500 ng E^/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 -- 
concentraciôn de Rn aumenta significativamente a las dos horas= 
con un valor de 1910 fm/mg DNA (p< 0.01 respecte del control),= 
concentraciôn que se repite a las cuatro horas en las que se md̂  
diô una concentraciôn de 1909.7 fm/mg DNA. Después de este tiem 
po, la concentraciôn 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.respecte del control).

Evoluciôn tras la administraciôn de la dosis de 10 ng E /̂kg

Los resultados expuestos en la Tabla 42Ay represent ado s en=



199.-

la Fig. 42 muestran una aumento en la concentraciôn de Rn tras 
la inyecciôn que alcanza su valor mâximo a las ocho horas con 
1651 fin/mg DNA (p< 0.01 respecte del control), y un regreso a 
los niveles basales a las doce horas con 815 fm/mg DNA (n.s. - 
respecte del control).
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fm/mg DNA

FIG. 41
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN HIPOTALAMO TRAS LA ADMINIS-
TRACION DE 500 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FEMICMDLES/MG
DMA - D.E.
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EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 500 ng E./kg.

201.-

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/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 - 161 133.7
30 8 1019 - 122.3 127.1
42 8 967.6 - 102.6 120.6

CONTROL 12 802.2 - 28.6 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg DNA, OBTENIDAS EN NUCLEOS DE HIPOTALAMO PARA LA = 
DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

2 4 10 14 18 42

t 4.9 5.63 4.45 1.09 1.51 1.41

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

t 0.0007 0.5 2.41 2.23 2.85

P < N.S. N.S. N.S, N.S. N.S.

t 0.55 2.63 2.44 3.19

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

t 2.00 1.81 2.44

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

t 0.22 0.11

p< N.S. N.S.

t 0.39

p < N.S.

CONTROL

10

14
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T A B L A  41B

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
HIPOTALAi\D PARA LA DOSIS DE 500 ng Ê /kg.

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/mg Tejido % Control

2 8 0.77 - 0.09 187.8
4 8 0.89 - 0.08 217.1
10 8 0.77 - 0.09 187.8
18 8 0.61 - 0.06 148.8
30 8 0.44 - 0.05 107.3

CONTROL 12 0.41 - 0.02 100
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COMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DOS EN fin/mg TEJIDO OBTENIDAS EN NUCLEOS DE HIPOTALMD PARA LAS 
DOSIS DE 500 ng E-/kg.

2 4 10 18 30

CONTROL

10

t 3.6 5.32 1.77 2.96 0.49
p < 0.025 0.01 N.S. 0.05 N.S.

t 0.70 0.0 1.06 2.27
p < N.S. N.S. N.S. N.S.

t 0.41 2.02 3.38
p < N.S. N.S. 0.05

t 0.57 1.18
p < N.S. N.S.

t 1.60
p < N.S.
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FIG. 42
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN HIPOTALAMO TRAS LA
ADMINISTRACION DE 10 ng E-/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN
EN FEMTOMOLES/MC DNA - D.E.



T A B L A  42A

EVOLUCION TEMPORAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES DE 
HIPOTALAMO PARA LA DOSIS DE 10 ng E./kg.
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TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N finol/mg DNA % Control

0.5 8 1035 - 82.8 129
2 8 1090 - 131 136
8 8 1651 - 149 206
12 12 815.4 - 34.9 105

CONTROL 12 802.2 - 28.6 100
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CCMPARACIONES ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE RECEPTORES EXPRESA- 
DAS EN fin/mg DNA OBTENIDAS EN NUCLEOS DE HIPOTALAMO PARA LAS - 
DOSIS DE 10 ng Ê /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.

0.5
t 0.25 2.56 1.49
p< N.S. N.S.

t 2.00 1.28
p < N.S. N.S.

t 3.73
p< 0.05
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T A B L A  42B

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

TIEMPO RECEPTORES VARIACION
Horas N fin/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
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3.4.3.- EVOLUCION CONJUNTA DE LOS REŒPTORES 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 citosôlicos = 
de hipotâlamo ante los estîmulos de las diferentes dosis de e£ 
tradiol, Fig. 43 , destacan las depleciones que originan las do­
sis mayores, 500 y 10 ng E2/kg., frente a su ausencia en la do 
sis de 1 ng E2/kg., hecho este que tambiên se observe en teji­
do uterino y adenohipofisario

A las dos horas postinyecciôn, la disminuciôn en la concen­
traciôn de Rc £ué del 70% para la dosis de 500 ng/kg. y del ==
50% para la de 10 ng/kg. La depleciôn 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 depleciôn para una dosis de 4 pg/kg.,= 
del orden de la aquî obtenida para la dosis de 10 ng/kg.

La posterior recuperaciôn de la concentraciôn de Rc que se= 
présenta después de las dos horas, hemos observado que es mâs= 
lenta para la dosis de 500 ng/kg. que para la de 10 ng/kg, in- 
virtiendose doce horas en recuperar la concentraciôn del con-- 
trol en la dosis de 500 ng /kg.̂  Trente a las cinco horas que = 
emplea la de 10 ng/kg. Esta relaciôn inversa entre dosis y -- 
tianpo de recuperaciôn citosôlica ha sido observada tambiên == 
por CIDLOWKI (1974), aunque al tiempo mâximo por ellos estudia 
do (15 horas), aun la concentraciôn de receptores es inferior̂  
a la de los contrôles. 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 ( A ) ,  10 ( .) y 500 ( 0 ) ng E ^ /kg . LOS RESULTADOS SE EXPRESAN

EN FHNfTOMOLES/MG PROTEINAS - D.E.
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las dosis anteriormente citadas coinciden en que la recupera­
ciôn citosôlica culmina a las 24 horas postinyecciôn, maximo= 
tiempo por ellos estudiado.

Ninguna de las très dosis ensayadas en este trabajo produ­
jo aumentos significativos de la concentraciôn de receptores= 
sobre los niveles control. Esta etapa de sobretiro tarapoco ha 
sido detectada por ninguno de los autores anterioimente cita- 
dos, aunque en estos casos, la ausencia de sobretiro pudiera= 
ser debida al retraso en la recuperaciôn citosôlica 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 LAS TRES DOSIS ENSAYADAS .-

El modo en que evoluciona la concentraciôn de los recepto­
res nucleares tras la administraciôn de la dosis de 500 ng/kg 
es similar al obtenido por otros autores que detect an el mâxĵ  
mo valor de concentraciôn de Rn a las primeras horas de la in 
yecciôn de la hormona, y un posterior retomo 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, 
detectan el mâximo valor una hora después de administrar el e_s 
tradiol, y si bien, los valores absolûtes de la concentraciôn 
de Rn difieren al trabajar los primeros con receptores extra^ 
dos con KCl y los segundos con cromatina cruda, obtienen am-- 
bos el mismo orden de variaciôn respecte de los contrôles: == 
1150% y 1500% respectivamente.
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Estos aumentos relatives de la concentraciôn de Rn son ma­
yores que los obtenidos en este trabajo para la dosis de 500 
ng/kg a las dos horas postinyecciôn (237%), aunque hay que == 
destacar que la dosis que aqui se ha utilizado es 40 veces me­
ner.

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

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

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

Los valores de la concentraciôn de receptores citosôlicos= 
y nucleares para las dosis de 500 y 10 ng/kg, expresados en = 
porcentaje de variaciôn respecte del control, se han represen 
tado en las Rg. 44 y 45 .

Las evoluciones temporales de la concentraciôn de los re-- 
ceptores citosôlicos y nucleares para la dosis de 500 ng/kg,= 
es de tipo especular como la encontrada en adenohipôfisis pa­
ra esta misma dosis, esto es, aumento de los Rn cuando se prô  
duce la depleciôn de los Rc y la posterior disminuciôn de los 
Rn simultânea con la recuperaciôn de la concentraciôn de los= 
Rc, hasta alcanzar ambos los niveles del control en el que se
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mantienen estabilizados.
La evoluciôn Rc-Rn que se présenta para la dosis de 10 ng/ 

kg, Fig. 45 es semejante a la observada para la dosis mayor - 
en las dos primeras horas postinyecciôn, produciendose el au­
mento de los Rn mientras se observa disminuciôn de los Rc. -- 
Posteriormente, después que los receptores citosolicos han co- 
menzado la recuperaciôn, sigue aumentando el contenido de re­
ceptores nucleares mientras dura la repleciôn citosôlica.

La falta de datos puntuales de la concentraciôn 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 = 
très dosis ensayadas, es el regreso simultâneo a los niveles= 
control de la concentraciôn de ambos receptores.

Las interrelaciones Rc-Rn difieren segun sea la dosis adkiû 
nistrada, y aunque no existe ningun trabajo previo que en es­
te tejido analice conjuntamente las variaciones de ambos ti-- 
pos de receptores en funciôn de la dosis, encontramos dentro= 
del conjunto de los resultados aqui presentados, que las va-- 
riaciones de la concentraciôn de receptores en hipotâlamo == 
guarda gran similitud con las que se obtuvieron para adenohi­
pôfisis y utero con la dosis de 10 ng/kg.

Las variaciones en el contenido de Rn tras la administra-- 
ciôn de estradiol no siempre son un reflejo de la dinâmica de 
los Rc, en el sentido de que los aumentos de Rn sean debidos= 
unicamente a disminuciones de Rc y viceversa, dandose situa-- 
clones en las que se producen aumentos y disminuciones simul- 
tâneas de ambos tipos de receptores, hecho este del que se == 
tratarâ en la discusiôn.
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FIG. 44
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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).



215.-

FIG. 45
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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" PE ESTRADIOL FOR SUS TEJIDOS DIANA .-

Los resultados que a continuacion se describen corresponden a expê  
rimentos realizados inyectando 500 ng de Ĥ-Estradiol por kg. a ratas 
en las mismas condiciones expérimentales que usando estradiol frio. = 
Se estudio la fijacion que se produce en citosol y nûcleos de utero,= 
adenohipôfisis e hipotâlamo entre 0.5 y 12 horas después de la inyec- 
cion.

El objetivo perseguido con este experimento fué el de tratar de dî 
lucidar las relaciones existentes entre el estradiol inyectado y la = 
dinâmica intracelular de los receptores. Este planteamiento surgiô de 
los resultados descritos en las secciones precedentes, en las que la 
acumulaciôn de receptores nucleares en utero con la dosis de 500 ng = 
Ê /kg, se observé que era lenta y progresiva en comparaciôn con la == 
acumulaciôn aguda y râpida descrita por otros autores. Por otra parte, 
la discrepancia entre la medida de receptores nucleares en utero y = 
adenohipôfisis tras inyectar 500 ng/kg. de estradiol frîo, cuya compa 
raciôn exhaustiva se realiza en el apartado 3.7, contrastaba con su = 
similar comportamiento para esta dosis en los receptores citosôlicos= 
y discutida en el apartado 3.6.

Todo ello aconsejô realizar el ciclo intracelular del "̂ H-Estradiol 
paralelamente al de los receptores citosôlicos y nucleares.

El procedimiento seguido tal como se describe en la correspondien- 
te secciôn de Material y Métodos, fué anâlogo al usado para la obten- 
ciôn de receptores, con el objeto de que los resultados fueran compa­
rables.
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3.5.1.- CAPTACION DE Ĥ-E  ̂POR EL UTERO .-
Captacion citosolica.- La Tabla 46 présenta los valores de= 
las captaciones de ^H-E2 por el citosol uterino.

El maximo nivel de Ĥ-E2 en citosol de utero se obtuvo 10 
minutes después de la inyecciôn, con 1.41 fin/mg tejido. A = 
las dos horas de la inyecciôn, el nivel ha descendido signi- 
ficativamente con respecte al nivel alcanzado a los 10 minu­
tes, y continua descendiendo hasta las 12 horas, a las que = 
el nivel es sôlo de 0.39 fin/mg tejido.

3Captaciôn nuclear.- La Tabla 46 muestra la captaciôn de H-E2 
por nûcleos de utero.

La acumulaciôn de ^H-E2 alcanza su mayor nivel con 4.22 = 
fm/mg tejido, dos horas después de la inyecciôn. Este nivel= 
es significativamente mas alto que la maxima captaciôn en cî 
tosol a los 10 minutes (p< 0.05).

La captaciôn nuclear desciende significativamente 4 horas= 
después de la inyecciôn (p< 0.05) y a las 12 horas aûn retiê  
ne una concentraciôn de 1.28 fin/mg tejido. (p< 0.001 respec­
te del valor a las dos horas).

3.5.2.- CAPTACION DE ^H-E2 POR ADENOHIPOFISIS .-
Captaciôn citosôlica.- La captaciôn de ^H-E2 por el citosol= 
de AHF se muestra en la Tabla 47 .

El maxime nivel de captaciôn de Ĥ-E2 se registrô 10 minu 
tes después de la inyecciôn con 1.02 fin/mg tejido. Este va-- 
lor desciende significativamente 2 horas después (p< 0.05) y 
continua con esta tendencia hasta las 12 horas, a las que el
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TABLA 46

EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE ^-E^ EN CITOSOL Y NUCLEOS 
DE UTERO TRAS LA INYECCION DE 500 ng/kg DE Ĥ-Ê .

CITOSOL NUCLEOS

TIEMPO_____________ fm/mg_Tejido__________fm/mg Tejido

10 min. 1.41 - 0.10 (4) 2.83 - 0.41 (3) A

2 horas 1.13 - 0.12 (4) 4.22 - 0.23 (3)

4 " 0.79 - 0.11 (3) A 2.23 - 0.5 (2) A

12 " 0.39 - 0.04 (4) • 1.28 - 0.08 (4) o

( ) numéro de experimentos.
Significatividad respecte del maximo valor (10’ para citosol, 
2 horas para nûcleos).
( A p< 0.05; # p < 0.01; o p< 0.001).
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TABLA 47

EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE ^-E^ EN CITOSOL Y NUCLEOS 
DE ADENOHIPOFISIS TRAS LA INYECCION DE 500 ng/kg DE Ĥ-Ê .

TIEMPO
CITOSOL 

fin/mg Tejido
NUCLEOS 

fm/mg Tejido

10 min.

2 horas 

4 "

12

1.02 - 0.13 (4)

0.60 - 0.04 (2) A

0.49 - 0.09 (4) A

0.27 - 0.03 (4) .

1.07 - 0.15 (4)

1.48 - 0.3 (2)

0.65 - 0.12 (4) A

0.51 - 0.20 (4) A

C ) Numéro de experimentos.
Significatividad respecte del maximo valor (10’ para citosol, 
2 horas para nûcleos).
( A p < 0.05; # p < 0.01 ; o p< 0.001).
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nivel ha sido de sôlo 0.27 fm/mg tejido.
La evoluciôn de la captaciôn de ^H-E2 por citosol de AHF = 

es muy semejante a la descrita para el utero.
Captaciôn nuclear.- Los valores obtenidos para la captaciôn = 
de Ĥ-E2 por nûcleos de AHF se muestran en la Tabla 47 .

El maximo nivel de Ĥ-E2 nuclear se detectô 2 horas des—  
pues de la inyecciôn, con 1.48 fm/mg tejido. Esta concentra-- 
ciôn disminuye en las 2 horas siguientes registrândose un va­
lor de 0.65 fm/mg tejido (p< 0.05 respecto del valor a los 10 
minutos), y continûa en esa lînea hasta las 12 horas a las = 
que el nivel es de 0.51 fin/mg tejido.

3.5.3.- CAPTACION DE %-E2 POR HIPOTALAMO .-
Captaciôn citosôlica.- La captaciôn citosôlica de ^H-E2 por = 
el citosol de hipotâlamo se muestra en la Tabla 48 .

El maximo nivel se alcanza a los 10 minutos después de la 
inyecciôn, con 0.43 fm/mg tejido. Este nivel cae significati­
vamente en las horas sucesivas, y es de 0.041 fin/mg tejido a 
las 12 horas.

La captaciôn de Ĥ-E2 por hipotâlamo es significativamente 
mâs baja que la encontrada en el ûtero y adenohipôfisis === 
(p< 0.01 en ambos casos), lo cual coincide con los datos pre­
sent ado s por varios autores (McEWEN y Col., 1975; LIEBERBURG 
y Col., 1980).

Captaciôn nuclear.- Los valores obtenidos para la captaciôn = 
de Ĥ-E2 por nûcleos de hipotâlamo se recogen en la Tabla 48 .

El nivel mâximo de Ĥ-E2 se encontrô 10 minutos después de 
la inyecciôn, con 0.33 fm/mg tejido. Este nivel desciende ra-
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TABLA 48

EVOLUCION DE LA CONCENTRACION DE H-Ê  EN CITOSOL Y NUCLEOS 
DE HIPOTALAMO TRAS LA INYECCION DE 500 ng/kg DE ^H-E^.

TIEMPO
CITOSOL 

fm/mg Tejido
NUCLEOS 

fm/mg Tejido

10 min.

2 horas 

4 "

12 "

0.43 - 0.04 (3)

0.11 - 0.03 (2)

0.059 - 0.009(3) o

0.041 - 0.003(4) 0

0.33 - 0.05 (4)

0.09 - 0.007(2) A

0.043 - 0.007(3)

0.044 - 0.005(4) 0

( ) Numéro de experimentos.
Significatividad respecto del maximo valor (10' para citosol, 
2 horas para nûcleos).
(a p< 0.05; # p< 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 aûn mas hasta las 12 horas siguientes a la admi-- 
nistracion de estradiol con una concentraciôn de 0.044 fm/mg= 
tejido. (p< 0.001)

El patrôn de acumulaciôn de Ĥ-E2 observado en hipotâlamo= 
es distinto totalmente del encontrado para ûtero y adenohipô­
fisis, que muestran sus valores mâs altos 2 horas después de 
la inyecciôn. También présenta una calda mâs râpida que la -- 
descrita por McEWEN y Col. (1975), que podrîa deberse a que - 
la dosis usada por éstos es mayor que la ensayada en este tra 
bajo.

3.5.4.- NIVELES DE Ĥ-Eo EN PLASMA Y EN CITOSOL DE UTERO ADENOHIPOFI­
SIS E HIPOTALAMO .-

En la Tabla 49 se recogen las concentraciones plasmâticas 
de ^H-E2 tras la inyecciôn de 500 ng/kg. Su evoluciôn, junto= 
con la de %-E2 en citosol de ûtero, adenohipôfisis e hipotâ­
lamo se représenta en la Fig. _50.

El mâximo nivel plasmâtico de Ĥ-E2 se alcanzô a los 10 mî  
nutos de la inyecciôn con una concentraciôn de 0.29 pn/ml de 
plasma. Este nivel disminuye significativamente a las 2 horas 
registrândose un valor de 0.024 pm/ml (p- 0.001). En las ho-- 
ras siguientes su concentraciôn continûa en descenso, siendo= 
a las 12 horas practicamente indétectable.

El rango de oscilaciôn de los niveles plasmâticos de estra 
diol en la rata ciclante, medidos por radioinmuhoensayo (RIA), 
estâ comprendido entre 80 pg/ml ô 0.22 pm/ml, maxima concen-- 
traciôn que se registra en proestro y 10 pg/ml ô 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 inyecciôn unos
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TABLA 49

EVOLUCION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE ^-E^ TRAS LA INYECCION
DE 500 ng/kg De V e-.

TIEMPO pm/ml de Plasma

10 min. 0.297 - 0.010 (4)
2 horas 0.028 - 0.003 (2) A
4 horas 0.011 - 0.010 (4) o

12 horas 0.007 - 0.0001 (4) o

( ) Numéro de experimentos.

Significatividad respecto del valor a los 10 minutos 

( A p < 0.001 ; 0 p < O.OT)
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FIG. 50
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DE 500 ng/kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN FENfTOMOLES/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 concentraciôn sî 
milar a la del diestro. (BARRACLOUGH y COL., 1979).

En cuanto a la evoluciôn de la concentraciôn de ^H-E2 en = 
ûtero, adenohipôfisis e hipotâlamo tras la inyecciôn de 500 = 
ng/kg de estradiol, puede observarse que el mâximo de capta-- 
ciôn citosôlica se registra a los 10 minutos en todos los te- 
jidos, coincidiendo con la maxima captaciôn plasmâtica. En cî 
tosol de ûtero, la concentraciôn maxima fué de 1.41 fin/mg te­
jido, mayorque las registradas en adenohipôfisis e hipotâlamo, 
que dieron unos valores de 1.05 y 0.43 finn/mg tejido respecti- 
vamente. Tanto en adenohipôfisis como en hipotâlamo, la acuim 
laciôn de Ĥ-E2 disminuyô significativamente a las dos horas, 
mientras que en ûtero sôlo lo fué a partir de la cuarta hora= 
postinyecciôn.

En general, durante todo el intervalo de tiempo estudiado, 
la acumulaciôn de Ĥ-E2 fué siempre mayor en ûtero que en ad£ 
nohipôfisis, y en esta mayor que en hipotâlamo. Este hecho es_ 
tâ en relaciôn con el contenido de receptores de cada tejido, 
que se ha comprobado que son mâs abondantes en ûtero que en = 
adenohipôfisis, y en adenohipôfisis mayor que en hipotâlamo. 
(ANDERSON, 1973; CIDLOWSKI y MüLDOON, 1974; MORRIS, 1976; LIE 
BERBURG, 1980).

El paralelismo que siguen las evoluciones de la concentra­
ciôn de Ĥ-E2 citosôlico en los très tejidos al compararlos = 
entre si, sugiere que en todos ellos la hormona ha sido procê  
sada de modo similar. Ademâs su paralelismo con la evoluciôn= 
de la concentraciôn de Ĥ-E2 plasmâtico, induce a pensar que 
el aporte plasmâtico de la hormona debe ser un condicionante= 
importante de dicha dinâmica.
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3.5.5.- RELACIONES ENTRE LOS NIVELES DE RECEPTORES DE ESTRADIOL Y LA 
ACUMULACION DE Ĥ-Ê  EN LOS TEJIDOS DIANA .-

En las Figs. 51 , 52 y 53 se muestra la evoluciôn con j un 
ta de la concentraciôn de receptores de estradiol en ûtero, = 
adenohipôfisis e hipotâlamo tras la inyecciôn de 500 ng/kg de 
estradiol frîo y la acumulaciôn de Ĥ-E2 en citosol y nûcleos 
de dichos tejidos tras inyectar por la miana vîa intraperito- 
neal la misma dosis de Ĥ-E2 -

Las evoluciones de la concentraciôn de receptores citosôli_ 
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 la 
acumulaciôn de Ĥ-E2 que lo fueron de los apartados 3.5.1, =
3.5.2 y 3.5.3 de esta misma secciôn.

Puede observarse en las dos horas que siguen a la adminis- 
traciôn del estradiol, tanto en ûtero como en adenohipôfisis, 
que el descenso de receptores citosôlicos va acompanado de == 
una disminuciôn en la concentraciôn de Ĥ-E2 de citosol, tal 
como corresponde al proceso de formaciôn del complej o estra-- 
diol-receptor y a su inmediata translocaciôn al nûcleo. Duran 
te este tiempo, a nivel nuclear se detectan en ambos tejidos= 
aumentos en la concentraciôn de receptores y en la acumula—  
ciôn de Ĥ-Ê . En adenohipôfisis se dâ una clara coincidencia 
entre los mâximos de concentraciôn de Rn y de H-E2 nuclear = 
con el mînimo de receptores citosôlicos. Sin embargo, en ûte­
ro, si bien se observa la coincidencia entre el mînimo de Rn 
con el mâximo de acumulaciôn de Ĥ-E2 en nûcleos, no se regi_s 
tra la coexistencia de los mâximos niveles de receptores y = 
%-E2 a nivel nuclear.

Esta divergencia entre las evoluciones de la concentraciôn
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de Rn 7 Ĥ-E2 en nûcleos de ûtero, incide directamente en el 
desconocimiento actual sobre la naturaleza de la captaciôn y 
retenciôn nuclear de los receptores, que implica tanto a los= 
complejos estradiol-receptor procèdentes del citosol, como a 
los propios lugares aceptores de la cromatina, y que sera == 
abordado en el apartado de discusiôn.

Senalar también que la dosis de 500 ng E2/kg, que ha pro­
duc ido unos niveles circulantes de estrôgeno prôximos a los= 
fisiolôgicos, ha proporcionado a los tejidos diana una con-- 
centraciôn de estradiol que de ningûn modo ha desbordado a = 
la concentraciôn de receptores citosôlicos disponibles. El = 
nivel de receptores previo a la inyecciôn es mayor o igual = 
que la maxima acumulaciôn de ^H-E2 tanto en ûtero como en -- 
adenohipôfisis aunque no en hipotâlamo donde el nûmero de rê 
ceptores citosôlicos es considerablemente mâs bajo.
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FIG. 52
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FIG. 53
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3.6.- ESTUDia CQMPARATIVQ DE LAS DINAMICAS PE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTE­
RO, ADENOHIPOFISIS E HIPOTALAMO.-

En las Fig. 54 , 55 y 56 se han presentado las evoluciones de las con
centraciones de los receptores citosôlicos que se han obtenido para cada= 
una de las dosis ensayadas. Los valores de la concentraciôn de Rc se ex-- 
presan en porcentaje de variaciôn respecto de los correspondientes valo-- 
res control.

La dosis de 500 ng E2/kg. Fig. 54 , produjo en los très tejidos estudia 
dos el mâximo de depleciôn citosolica a las dos horas de su administra—  
ciôn. La intensidad de la misma fué similar en todos los casos estando = 
comprendida entre 60% para ûtero y el 78% para adenohipôfisis.

La recuperaciôn de la concentraciôn de Rc, o fase de repleciôn, se pr£ 
dujo en todos los casos en el mismo periodo de tiempo, alcanzandose los = 
valores de los contrôles en tomo a las 10 horas post-inyecciôn.

En la fase de sobretiro, en la que se ponen de manifiesto las diferen- 
cias entre tejidos para esta dosis. Tanto en ûtero como en adenohipôfi-- 
sis, se consiguen valores superiores a los contrôles, mientras que su con 
centraciôn en hipotâlamo permanece a nivel basai.

Al representar conjuntamente las evoluciones de los Rc en ûtero, adenô  
hipôfisis e hipotâlamo, Fig. 55 , tras la administraciôn de la dosis de 10 
ng Ê /kg, se pone de manifiesto que su incidencia en la dinâmica de los 
receptores es diferente en cada tejido. Mientras que en ûtero esta dosis= 
no es capaz de producir depleciôn significative., permaneciendo la concen 
traciôn de receptores ligeramente inferior al control durante las prime-- 
ras cinco horas post-inyecciôn, en adenohipôfisis e hipotâlamo provoca = 
una depleciôn citosôlica del 70%.

Para esta dosis también coinciden en el tiempo el aumento de la concen 
traciôn 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 = 
hipotâlamo los Rc aunque superiores al control no son significativas, en 
ûtero y adenohipôfisis se observa una dinâmica coincidente, alcanzando = 
ambos el mâximo de su concentraciôn en tomo al 150% sobre el control a 
las 12 horas, asî como un regreso paralelo a los niveles basales a las = 
18 horas.

La dosis de 1 ng Ê /kg, Fig. 56 no produjo depleciôn significativa en 
ninguno de los tejidos, y sin embargo, al igual que ocurriô en ûtero pa­
ra la dosis de 10 ng Ê /kg.,se registrô tanto en ûtero como en adenohipo 
fisis un considerable aumento de la concentraciôn de receptores sobre el 
nivel control a las cinco horas post-inyecciôn. En hipotâlamo la concen­
traciôn de Rc a este tiempo no fué significativamente superior a la de = 
los contrôles.

De la comparaciôn de los efectos producidos por cada una de las dosis 
en los très tejidos aquî estudiados, puede resaltarse como tanto la do-- 
sis de 500 ng Ê /kg. como la de 1 ng E2/kg., afectan de modo anâlogo a = 
la poblaciôn de receptores citosôlicos. La dosis mayor produce depleciôn 
significativa en todos ellos y una fase de sobretiro muy similar en ûte­
ro y adenohipôfisis, mientras que la dosis de 1 ng E2/kg. se caracteriza 
en todos los tejidos por la ausencia de depleciôn y por el temprano y = 
elevado aumento de la concentraciôn de receptores sobre los niveles del= 
control en ûtero y adenohipôfisis. La dosis intermedia de 10 ng Ê /kg. = 
produce una dinâmica de receptores que en el caso del ûtero se asemej a= 
a la que se obtiene con el pulso de 1 ng E2/kg., y en el caso de adenohî  
pôfisis es similar a la que se présenta por efecto de la dosis de 500 ng 
Ê/kg.

Las semejanzas y diferencias que se han observado tras la administra­
ciôn de cada dosis entre los très tejidos aquî estudiados posiblemente = 
guardan relaciôn con la dotaciôn de receptores y la capacidad de respue^ 
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), ADENOHIPOFISIS (A )
E HIPOTALAMO ( •) TRAS LA ADMINISTRACION DE 500 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE 
EXPRESAN EN PORCENTAJE RESPECTO AL CONTROL.(217.2 - 10.9 fin/mg Prot. EN UTE 
RO; 113.4 - 5.9 fin/mg Prot. EN ADENOHIPOFISIS y 8.4 - 0.59 fin/mg Prot. EN - 
HIPOTALAMO).
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FIG. 55
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EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO (o), 
ADENOHIPOFISIS ( A ) E HIPOTALAMO ( # ) TRAS LA AIMINIS- 
TRACION DE 10 ng E^kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN 
PORCENTAJE RESPECTO AL CONTROL.(217.2 - 10.9 fin/mg Prot 
EN UTERO; 113.4 - 5.9 fin/mg Prot. EN ADENOHIPOFISIS y 
8.4 - 0.59 fin/mg Prot. EN HIPOTALAMO).
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FIG. 56

200-1

150-

100

50-

20105 15
Horas

EVOLUCION DE LOS RECEPTORES CITOSOLICOS EN UTERO ( o),ADENO 
HIPOFISIS ( A) E HIPOTALAMO ( • ) TRAS LA AIMINISTRACION DE 
1 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJE RESPEC 
TO AL COfffROL (217.2 - 2.9 fin/mg Prot. EN UTERO; 113.4 - 5.9 
fin/mg Prot. EN ADENOHIPOFISIS Y 8.4 - 0.59 fin/mg Prot. EN - 
HIPOTALAMO.
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3.7.- ESTUDIO CQMPARATIVQ DE LAS DINAMICAS DE LOS RECEPTORES NUCLEARES EN UTE­
RO Y ADENOHIPOFISIS .-

Las evoluciones de la concentraciôn de Rn en ûtero y adenohipôfisis = 
para las dosis ensayadas de 500, 10 y 1 ng E2/kg. se representan conjun­
tamente en las Figs. 57, 58 y 59 , en las que la concentraciôn de Rn se
expresa en porcentaje de variaciôn respecto de los correspondientes con­
trôles.

Puede observarse como todas las dosis utilizadas produj eron acumula-- 
ciôn de receptores en nûcleos, presentandose una clara relaciôn directa= 
entre la dosis inyectada y el tiempo en que la concentraciôn de recep to­
res permaneciô superior a la de los contrôles. Este hecho fué también o^
servado con los receptores citosôlicos (3.5)̂  y al igual que se comentô = 
para los Rc, tampoco la duraciôn del ciclo de los Rn para cada una de = 
las dosis présenta diferencias significativas entre ûtero y adenohipôfi­
sis.

El modo en que la dosis de 500 ng Ê /kg. afectô a la concentraciôn de 
receptores nucleares en estos tejidos fué muy diferente, Fig.57 . La de­
pleciôn citosôlica de receptores de AHF tiene una clara respuesta a ni-- 
vel nuclear con el rapide aumento de los Rn, mientras que en ûtero no se 
détecta este aumento inicial, retrasandose el mâximo hasta las 18 horas= 
post-inyecciôn.

Con la dosis de 10 ng Ê /kg., Fig._5̂ , de nuevo se presentan las dife 
rencias entre ûtero y adenohipôfisis antes indicadas, si bien en el caso 
del ûtero se adelanta la detecciôn del mâximo a las 8 horas,aproximando- 
se asî, a la dinâmica observada en AHF para esta dosis que ademâs es muy 
similar a la que se obtuvo con la dosis de 500 ng Ê /kg.

A diferencia de lo observado con las dosis de 500 y 10 ng E2/kg.; con 
la dosis mâs baja, 1 ng E2/kg., ambos tejidos responden del mismo modo =
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en lo que a la evoluciôn de los receptores nucleares se refiere. Tanto 
en ûtero como en adenohipôfisis se produce el mâximo a las cinco horas= 
de la inyecciôn de estradiol con un regreso posterior y paralelo a los= 
niveles del control, que culmina aproximadamente a las diez horas.

Del anâlisis conjunto es de destacar como la poblaciôn de receptores 
nucleares de cada tejido se ve afectada de diferente modo segûn sea la 
dosis de estradiol que se administre. El rango de dosis que aquî se ha 
utilizado ha desvelado un tipo de evoluciôn diferenciada entre ûtero y 
adenohipôfisis para las dosis de 500 y 10 ng E2/kg. mientras que la do­
sis de 1 ng Ê /kg. afectô por igual a ambos tejidos. Es probable ade-- 
mâs que la respuesta de cada tejido esté también condicionada por su do 
taciôn de efectores nucleares asî como por la intensidad con que los rê 
ceptores sean retenidos por la cromatina.

Como ya se indicé (1.2.5) el conocimiento acerca de la forma en que 
actuan los receptores a nivel nuclear es una aspecto de su acciôn que = 
aûn estâ por dilucidar. En el apartado de Discusiôn se debatirâ esta == 
euestiôn 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 ADENOHIPOFISIS 
( •) TRAS LA AmiNISTRACION DE 500 ng Ê /kg. LOS RESULTADOS SE EXPRE 
SAN EN PORCENTAJE RESPECTO AL VALOR CONTROL (283.0 - 11.3 £m/n® DMA 
EN UTERO Y 413.8 - 24.3 fin/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 C •) TRAS LA ADMINISTRACION DE 10 ng Ê /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 ADENOH^ 
POFISIS ( •) IRAS LA ADMINISTRACION DE 1 ng Ê /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 DMA EN 
ADENOHIPOFISIS).
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El uso de dosis bajas de estradiol ha producido en les tejidos 
diana estudiados, utero, adenohipôfisis e hipotâlamo, una perturba 
ciôn en la concentracion de sus receptores citosôlicos y nucleares, 
que si bien, en lineas générales, es seme jante 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 se va a centrar esta discu- 
siôn.

La confrontaciôn de cada una de las dinâmicas 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, 333 y 343.

Como ya se ha expuesto, la llegada del estradiol a la célula == 
diana produce la complejaciôn con el receptor citosoUcc y:1a poste­
rior translocaciôn del complejo E-R foimado al nûcleo. Con respec- 
to a la depleciôn inicial, la disminuciôn del contenido de recepto 
res citosôlicos como consecuencia de la formaciôn del complejo E-R 
y su posterior translocaciôn al nûcleo, se observarâ siempre que a 
la célula diana llegue suficiente cantidad de estradiol que haga = 
detectable la depleciôn. En este sentido se puede considerar que = 
la dosis de 500 ng/kg, que alcanza unos niveles mâximos de estra-- 
diol circulante del orden de los medidos en plasma de ratas en pro_ 
estro, Fig. 50 , ha producido un alto nivel de complejaciôn como = 
se comprueba por la magnitud de la depleciôn encontrada. Con la = 
dosis de 1 ng/kg no se produjo en ningûn tejido depleciôn signifi- 
cativa, lo que indica que se habrân formado muy pocos complejos ER. 
Como se verâ a lo largo de la discusiôn, esta ausencia de deple—  
ciôn significativa no implicarâ necesariamente que la célula diana 
no responda al estîmulo hormonal.
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La dosis de 10 ng/kg no produjo depleciôn significativa en utero 
y si en adenohipôfisis e hipotâlamo. Este désignai coirportamiento = 
podria atribuirse a diferencias tisulares en lo que respecta a la = 
dotaciôn de receptores, a las capacidades de retenciôn de la hormo- 
na o a la desigualdad en la slntesis de los propios receptores.

El mecanismo de acciôn hormonal generalmente aceptado para las = 
hormonas esteroideas, (JENSEN, 1982), supone que una vez formado el 
complejo estradiol-receptor, y tras sufrir un proceso de activaciôn 
hasta ahora no totalmente esclarecido, es translocado al nûcleo. La 
llegada de estos complejos al nûcleo, desencadena un conjunto de -= 
eventos uno de los cuales es el aumento de slntesis de proteinas en 
general, y en particular del propio receptor citosôlico responsable 
de la fase de repleciôn y posterior sobretiro del ciclo del recep-= 
tor. En la Figs 5,6,7se muestra que las très dosis ensayadas son == 
efectivas desde el punto de vista de la slntesis proteica, incremen 
tandose a diverses tiempos después de la inyecciôn de estradiol.Re^ 
pecto a los Rc, varies autores han demostrado que la inyecciôn de = 
cicloheximida frena la apariciôn de Rc tras la inyecciôn de estra-= 
diol, impidiendo que se manifieste la recuperaciôn y el sobretiro,= 
concluyendo que el estradiol induce la slntesis de su propio recep­
tor.

En los expérimentes aqui presentados, la inducciôn de slntesis = 
de receptores por el estradiol aparece en las très dosis ensayadas= 
y en todos los tejidos. Particularmente espectacular resultô el au­
mento detectado en la dosis de 1 ng/kg al cabo de 5 horas de la in­
yecciôn. Teniendo en cuenta que esta dosis no produce depleciôn de= 
receptores citosôlicos, este experimento prueba adanâs que la deple 
ciôn no es imprescindible para que se produzca la slntesis de rece£ 
tores inducida por el estradiol, asl como el aumento de la slntesis 
proteica global.
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El estudio comparative de las evoluciones de los Rc durante la 
depleciôn y repleciôn para las très dosis, sugiere que su concen- 
traciôn podria estar gobemada por la résultante de dos procesos= 
simultanées: la apariciôn de receptores por slntesis inducida y = 
su desapariciôn por complejaciôn con el estradiol inyectado.

De este modo se explicaria que la dosis de 500 ng/kg tenga una 
repleciôn mas lenta que las dosis menores, pues en las células de 
tejidos diana la complejaciôn del receptor con el estradiol plas- 
matico es superior a la slntesis de los Rc durante algun tiempo. 
Sôlo cuando la concentraciôn de estradiol en plasma caiga lo suH 
ciente, se producirâ un aumento neto de Rc que se maniflesta en = 
la repleciôn y posterior sobretiro. Lo contrario ocurrirîa con la 
dosis de 1 ng/kg donde la slntesis de receptores inducida por el 
estradiol, se manifiesta con mucha mas intensidad que la compleja 
ciôn como consecuencia de la pequena dosis administrada.

También tendria explicaciôn el comportamiento de los Rc en la 
dosis de 10 ng/kg en utero, donde sin detectarse depleciôn signi­
ficativa, los valores de Rc se mantienen durante cinco horas infê  
riores a los del control. Esto sugiere que durante este tiempo -- 
los procesos de sîntesis y complejaciôn deben ser aproximadamen- 
te del mismo orden. La presencia de una depleciôn importante de - 
Rc en AHF e HT con esta dosis podria explicarse si en estos teji­
dos el proceso de sîntesis basai de receptor fuera mas débil que= 
en utero, en cuyo caso séria superado por el proceso de compleja­
ciôn con el 2̂ plasmatico y aparecerîa depleciôn.

Asi pues, los resultados obtenidos sugieren que las deplecio-- 
nes de Rc en los tejidos diana tras inyectar estradiol, se ven -- 
contrarrestadas por los procesos de sîntesis de receptor. Aparen 
temente este proceso contiene dos conç)onentes: sîntesis basai, in 
dependiente del estradiol y probablemente mas intensa en utero --
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que en AHF e HT, y sîntesis inducida por el estradiol présente -- 
tras cierto tiempo de actuaciôn del estrôgeno en todos los teji-- 
dos diana, y enmascarada durante algunas horas en las dosis mas = 
altas por la complejaciôn con el estradiol procedente del plasma.

Por la misma razôn que el utero se comporta de un modo distin- 
to que la adenohipôfisis y el hipotâlamo, 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 == 
utero de ratas castradas, no ser extrapolables a ratas normales o 
prepûberes. Asi, el uso de dosis altas de estradiol en ratas pre- 
pûberes por parte de otros autores, no es extrano que den lugar a 
resultados bien distintos a los aquî presentados.

Como se apuntô anteriormente, la entrada de complejos ER al nu 
cleo se manifiestan con un aumento de la concentraciôn de recept£ 
res nucleares, que en las investigaciones realizadas en este sen­
tido fundamentalmente en ratas prepûberes, alcanza su maxima con­
centraciôn de una a très horas después de la inyecciôn para retor 
nar posteriormente con mâs lentitud a los niveles basales. La evo 
lue iôn de los receptores nucleares para las dosis normalmente ut_i 
lizadas, muestra una dinâmica que es una imâgen especular de la = 
seguida por los receptores citosôlicos, en la que se corresponden 
en el tiempo el mâximo de acumulaciôn nuclear con el mînimo de -- 
concentraciôn de receptores citosôlicos.

Este tipo de relaciôn entre la evoluciôn 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 très dosis en ûtero y para las = 
de 10 y 1 ng/kg en AHF difieren notablemente del modelo establecî  
do. Como ya se senalô en resultados (3.2.2.) con la dosis de 500 
ng/kg, el contenido de los Rn uterinos no evoluciona siguiendo = 
el patrôn de imâgen 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 postinyecciôn. La interpréta-- 
ciôn de este comportamiento requiere de la interpretaciôn pre-- 
via de otros resultados obtenidos con las dosis mas bajas y aûn 
no debatido.

Para la dosis de 1 ng/kg se observô tanto en ûtero como en 
adenohipôfisis, que el mâximo de Rn es simultâneo con el de Rc. 
Por otra parte, los niveles de mayor concentraciôn de recepto-- 
res nucleares son del mismo orden de magnitud para las très do­
sis utilizadas en el caso de ûtero y para las dosis mayores en 
adenohipôfisis.

Estos hechos son dificiles de explicar dentro del conoci—  
miento actual acerca de los receptores nucleares. La teoria mâs 
ampliamente aceptada establece que los receptores nucleares prô  
ceden de los citosôlicos previamente complej ados al estradiol y 
translocados al nûcleo. Si esto fuera cierto, en este trabajo = 
se deberîa haber detectado mayor concentraciôn de receptores en 
nûcleo cuanto mayor fuese la dosis de estradiol administrada.Al 
haberse obtenido los mismos niveles mâximos de Rn para dosis de 
1, 10 y 500 ng/kg en ûtero, es posible concluir que esta teoria 
no explica satisfactoriamente estos hechos.

La coincidencia entre la evoluciôn de los receptores citos£ 
licos y nucleares con la dosis de 1 ng/kg, induce a pensar que 
al nûcleo es posible que hayan entrado receptores no ligados al 
estradiol, que se anadirîan 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 hipôtesis al resto de las dosis utî  
lizadas en ûtero, 500 y 10 ng/kg, se comprueba que desde que se 
observa acumulaciôn de receptores en el citosol, o lo que es lo
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mismo, desde que se empieza a producir la repleciôn se observa = 
también aumento del contenido de receptores en los nûcleos. Figs. 
23 y 24.

No obstante en adenohipôfisis e hipotalamo, con la dosis de 
500 ng/kg, la acumulaciôn de Rn muestra una evoluciôn explica-- 
ble por la teoria en uso sobre su procedencia, con aumentos de 
Rn coincidiendo con la depleciôn de Rc, y a su vez, disminuciôn 
de Rn cuando se produce repleciôn de Rc. Figs. 33 y 44 .

Para las dosis de 10 y 1 ng/kg la hipôtesis 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 simultâneo de ambos paramétrés. Fig. 24 y 25 . Cabe 
por tanto concluir, que la utilizaciôn de dosis bajas de estra­
diol permite poner de manifieste que los receptores nucleares = 
medidos puedan tener un doble origen: los complejos E-R previa­
mente translocados al nûcleo, o la entrada de receptores citos^ 
licos libres al nûcleo, coincidiendo con las fases en que se in 
tensifica su sîntesis.

Las diferencias encontradas en los patrones de acumulaciôn= 
de Rn por la dosis de 500 ng/kg en adenohipôfisis y ûtero hacen 
pensar que en el origen de los Rn puede participar algûn otro = 
proceso nuclear no observado cuantificando unicamente los rece£ 
tores. Por ello, se disehô el experimento consistente en admi-- 
nistrar ^-E^ por la misma vîa intraperitoneal y en la misma = 
dosis de 500 ng/kg que el estradiol frîo, con el fin de compa-- 
rar la acumulaciôn de la hormona en citosol y nûcleos con la = 
evoluciôn de las concentraciones de Rc y Rn.

En adenohipôfisis, al confrontar las dinâmicas seguidas por 
las concentraciones de Ĥ-E2 y receptores tanto a nivel citosô­
lico como nuclear (Fig. 52 ) se observa una disminuciôn simultâ 
nea de la concentraciôn de ^ - £ 2  y de receptores, tal como co-=
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rresponde a las etapas de formaciôn del complejo y su transloca­
ciôn al nûcleo. Esta evoluciôn se ajusta perfectamente al modelo 
en uso sobre las variaciones que sufre la concentraciôn de rece£ 
tores tras la administraciôn de estradiol. A nivel nuclear, se = 
refleja este suceso detectandose incremento de la concentraciôn= 
de Ĥ-E2 y de receptores, por lo que parece évidente que los re- 
ceptores medidos a nivel nuclear proceden de los complejos E-R = 
previamente formados en el citosol.

A nivel de ûtero Fig. 51 , se observa también la formaciôn == 
del complejo E-R en el citosol, dada la disminuciôn paraiela de= 
las concentraciones de ^ - £ 2  y de Rc. S in embargo, a nivel nu—  
clear unicamente el aumento de la concentraciôn de ^-£2» cuyo = 
maximo se détecta a las 2 horas nos confirma la presencia de corn 
plejos E-R tal como predice la teoria en uso. La concentraciôn = 
de Rn aumenta lentamente, y no empieza a ser significativa hasta 
después de las 5 horas de la inyecciôn.

Esta diferencia en la evoluciôn de los receptores nucleares= 
uterinos con respecto a lo observado por otros autores, podria = 
ser atribuible a la baja dosis utilizada. El que los complejos = 
E-R nucleares, efectivamente présentes en el nûcleo, no sean me­
didos como receptores por la técnica de desplazamiento con ^ “£2 » 
sugiere la posibilidad que los aceptores especîficos 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 complejaciôn inicial del receptor en un gra­
de tal, que al transïocarse al nûcleo los complejos E-R no hayan 
sobresaturado a los aceptores especîficos de la croma tina. De e_s 
te modo, la concentraciôn de Rn no serîa asequible inicialmente= 
a su detecciôn.

Desde este punto de vista, la utilizaciôn de dosis altas de
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estradiol, podrîan producir un numéro de complejos E-R muy supe­
rior al numéro de lugares aceptores especîficos de la cromatina, 
apareciendo de este modo complejos E-R fij ados a lugares no espe 
cîficos, y por tanto asequibles a la medida.

A su vez la divergencia entre el comportamiento de los Rn en 
ûtero y adenohipôfisis, podrîa ser atribuida a la menor dotaciôn 
de aceptores nucleares en este tejido, donde serîa mayor el nûme 
ro de confiejos E-R unidos a lugares no especîficos de la croma­
tina.

Desgraciadamente el conocimiento actual acerca del nûmero de 
aceptores, de su naturaleza, y de la forma en que se produce su 
uniôn con el complejo E-R, no permite concretar mas esta hipôte 
sis, que requerirâ de futures expérimentes para ser confrontada.

Abundando en el estudio de los Rn, encontramos que en el ca­
so de ûtero, sus concentraciones maximas no son significativamen 
te diferentes entre las très dosis, y que para todas ellas, tras 
alcanzarse el maximo nivel de concentraciôn se produce el descen 
so hasta los niveles control. Estas dinâmicas de los Rn, sugie-- 
ren que debe existir una relaciôn entre los mâximos de su concen 
traciôn y la finalizaciôn del proceso de acumulaciôn en este ccm 
partimento celular.

El retomo de los niveles de receptores citosôlicos y nuclea 
res desde los niveles mâximos a los del control, no ha sido estu 
diado en profundidad. Al menos dos teorîas son posibles para ex­
plicar la disminuciôn de la concentraciôn de Rn. Por una parte = 
estarîa la disminuciôn de Rn como consecuencia de su salida en = 
foima libre al citoplasma, lo que incluye su posible reutiliza-- 
ciôn, y por otra el que hayan sido objeto de degradaciôn intracê  
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 
aquî presentados deberîa haberse observado acumulaciôn de recep- 
tores en el citosol simultaneamente con la disminuciôn de los re 
ceptores nucleares. Las figuras 25 , 24 y 25 , muestran clara­
mente que las concentraciones de Rc y Rn uterinos sufren aumento 
y disminuciones simultâneas. Estos hechos sugieren que tal reflu 
jo de receptores no ocurre, o al menos no es decisive en la evo­
luciôn temporal de los mismos.

En base a lo anteriormente expuesto, la hipôtesis que apoyan 
los resultados aqui presentados es la apuntada en segundo termi­
ne, que interpréta el hecho de los descensos finales en la con-- 
centraciôn de receptores como consecuencia de un proceso de de-- 
gradaciôn intracelular. Al ser simultanées los descensos de Rc y 
Rn, el proceso degradativo afectarâ a ambos tipos de receptores. 
En este sentido, el hecho descrito que el nivel mâximo de Rn ut£ 
rinos es similar en las très dosis ensayadas y en las dosis de 
10 y 500 ng/kg en adenohipôfisis, sugiere que tras alcanzarse un 
determinado nivel de concentraciôn 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 mâs bajas a 
receptores que han entrado en forma libre al nûcleo, es posible= 
que una concentraciôn determinada de esta forma de receptor, sea 
la senal que desencadene el proceso degradativo.

El desconocimiento actual sobre lo que realmente ocurre a nî  
vel nuclear no nos permite discutir de lleno esta posibilidad.Pa 
rece claro que los resultados de estudiar comparâtivamente los = 
efectos que dosis bajas de estradiol sobre la poblaciôn de recep̂
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tores celulares, han revelado una dinâmica que posiblemente re-= 
suite enmascarada cuando se utilizan dosis elevadas, que parecen 
apoyar esta hipôtesis. En este sentido, se précisa de nuevas in- 
vestigaciones que aborden el estudio de este hecho concreto a == 
través de la medida de otros parâmetros.



5 . - C 0 N C L U S I 0 N E S
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1.- La inyecciôn de 500 ng E2/kg produjo en ûtero, adenohipôfisis e 
hipotâlamo de la rata castrada, un ciclo de variaciôn en la con 
centraciôn de receptores citosôlicos de estrôgenos caracteriza- 
do por una disminuciôn inicial o depleciôn, una recuperaciôn = 
posterior o repleciôn y una acumulaciôn transi tor ia de un exce- 
so de receptores sobre el nivel basai o sobretiro. La depleciôn 
se debe esencialmente a la formaciôn de complejos entre el es-- 
tradiol y el receptor y su posterior translocaciôn al nûcleo.La 
repleciôn se produce por la inducciôn de sîntesis de receptor = 
por el propio estradiol. El sobretiro, es debido a la acumula-- 
ciôn de receptores sintetizados en exceso durante la estimula-- 
ciôn del proceso por el estradiol.

2.- El ûtero respondiô con aumento del contenido proteico y de re-- 
ceptores citosôlicos a todas las dosis de estradiol ensayadas.= 
La ausencia de depleciôn de receptor citosôlico en las dosis de 
1 y 10 ng/kg en este ôrgano, révéla que dicho proceso no es una 
condiciôn necesaria para que se produzca respuesta celular a la 
hormona. Sugiere ademâs que la sîntesis basai de receptor cito­
sôlico podrîa compensar la menor cantidad de receptores que se 
complejan con bajas dosis de estradiol e impedir que se mani—  
fleste la depleciôn.

3.- La utilizaciôn de dosis decrecientes de estradiol evidenciô di­
ferencias tisulares en su efecto sobre los receptores citosôli­
cos: la dosis de 500 ng/kg, produjo depleciôn significativa en 
ûtero, adenohipôfisis e hipotâlamo; la dosis de 10 ng/kg produ­
jo depleciôn significativa en adenohipôfisis e hipotâlamo pero= 
no en ûtero, y la dosis de 1 ng/kg: no produjo depleciôn en nin 
guno de los tejidos.
Aparentemente, las diferencias tisulares en la intensidad y du- 
raciôn de la depleciôn de Rc tras una determinada dosis estâ =
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correlacionada con la dotaciôn inicial de receptores y la capacî  
dad de sîntesis de receptor, probablemente distinta para cada te 
jido.

4.- El proceso de repleciôn de receptores citosôlicos en ûtero, ade­
nohipôfisis e hipotâlamo, fué mâs râpido cuando menor la dosis = 
inyectada. Estos resultados sugieren que la acumulaciôn de recejD 
tor citosôlico en las células depende del balance de dos proce-- 
sos opuestos: sîntesis de receptor inducida por el estradiol y = 
utilizaciôn del receptor para formar complejos con el estradiol= 
plasmâtico, cuyo acceso a las células serîa mâs prolongado cuan­
to mayor fuera la dosis ensayada.

5.- Los sobretiros de receptores citosôlicos obtenidos fueron mâs in 
tensos y mâs 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 mâs intensa y tempra- 
namente la sîntesis del receptor. Mâs bien parecen indicar que = 
las dosis mâs altas producen una mayor utilizaciôn del receptor 
responsable de que el receptor citosôlico no unido al estradiol= 
se acumule mâs lentamente.

6.- La duraciôn total del ciclo depleciôn-repleciôn-sobretiro del rê 
ceptor citosôlico, 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 sîntesis de receptor permanece = 
estimulada depende directamente de la dosis ensayada.

7.- Todas las dosis de estradiol utilizadas, produjeron aumento de la 
concentraciôn de receptores nucleares en ûtero, adenohipôfisis e 
hipotâlamo. Ello implica que dosis tan bajas como 1 ng Ê /kg, in-
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ducen translocaciôn de receptores al nûcleo.

8.- Los niveles mâximos de receptor nuclear fueron similares para las 
dosis de 500, 10 y 1 ng/kg, tanto en ûtero como en adenohipôfisis. 
La falta de correlaciôn entre la dosis de estradiol inyectada y = 
la concentraciôn de receptores medidos en los nûcleos de cada te­
jido, sugiere que el aumento de receptores nucleares no es debido 
exclusivamente a la translocaciôn de complejos receptor citosôli- 
co-estradiol al nûcleo, pues ello implicarîa una relaciôn dosis-= 
respuesta en la acumulaciôn de receptores nucleares.

9.- La concentraciôn de receptores nucleares en adenohipôfisis e hipo 
tâlamo, aumenta bruscamente tras la inyecciôn de 500 ng/kg y des­
pués desciende paulatinamente. En ûtero, en cambio, el aumento de 
receptores nucleares con dicha dosis fué lento y progresivo. La = 
dinâmica de los receptores nucleares fué similar en adenohipôfi-- 
sis y ûtero cuando se ensayaron dosis de 1 y 10 ng/kg. Ello sugiê  
re que adenohipôfisis e hipotâlamo retienen los complejos estra-- 
diol-receptor de forma mâs lâbil que el ûtero.

10.- La inyecciôn de 500 ng Ĥ-E2/kg diô lugar a una acumulaciôn de ra 
dioactividad en los nûcleos de ûtero, mâs râpida, intensa y de dî 
nâmica distinta a la acumulaciôn de receptores nucleares después= 
de inyectar 500 ng/kg. Ello permite suponer que parte de los com­
plejos estradiol-receptor citosôlicos que se translocan al nûcleo 
se unen a los aceptores nucleares de la cromatina de modo tal = 
que quedan inaccesibles a la medida por los métodos utilizados.

11.- La inyecciôn de 1 ng Ê /kg produjo un aumento de receptores nu—  
cleares simultâneo con el sobretiro de receptores citosôlicos tan 
to en adenohipôfisis como en ûtero. En las dosis de 10 y 500 nĝ kg
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coexistieron los procesos de repleciôn y/o sobretiro con aumento 
de los receptores nucleares. Estos datos permiten pensar que los 
receptores citosôlicos no unidos al estradiol pueden translocar- 
se al nûcleo, al menos durante las fases de estimulaciôn de la = 
sîntesis de receptores.

12.- El retomo de la concentraciôn de receptores citosôlicos y nu--- 
cleares desde el nivel mâximo a los valores basales fué simultâ­
neo en todas las dosis y situaciones expérimentales. Ello sugie­
re la posibilidad de la existencia de un mecanismo de dégrada—  
ciôn del receptor que opera sobre tpda la poblaciôn de recepto-- 
res celulares cuando su concentraciôn es alta.

13.- La existencia de coincidencias globales entre las dinâmicas de = 
acumulaciôn de receptores en el citosol y en el nûcleo, durante= 
los procesos de sîntesis de receptor, y de disminuciôn simultâ-- 
nea de receptores en ambos compartimentos durante los procesos = 
de degradaciôn, sugiere que la manbrana nuclear no es una barre­
ra importante para el receptor estrogénico, que se distribuirîa= 
en equilibrio entre dichos compartimentes celulares.

14.- El hecho de que el nivel mâximo de receptores nucleares en ûtero 
fuera similar para las très dosis ensayadas y que, independiente 
mente del tiempo, una vez alcanzado dicho nivel se produzca el = 
retomo a los niveles basales de receptor citosôlico y nuclear, = 
sugiere que una concentraciôn crîtica de receptor nuclear no unî  
do al estradiol podrîa inducir el proceso de degradaciôn del re­
ceptor y/o inhibir su sîntesis.

15.- El empleo de dosis de estradiol que producen niveles plasmâticos 
fisiolôgicos 0 subfisiolôgicos de hormona ha permitido tener ==
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acceso a algunos aspectos de la dinâmica de los receptores citoso 
licos y nucleares de estradiol que con frecuencia han pasado desa 
percibidos en otras investigaciones realizadas usando dosis de e£ 
tradio1 suficientemente altas como para enmascarar los procesos = 
intracelulares de depleciôn, sîntesis y degradaciôn del receptor.
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