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INTRODUCCION

Una etapa clave del mecanismo de accién de los esteroides hormonales reside en
la interaccion de los complejos receptor-esteroide hormonal con la cromatina.

Wester et. al.! sugieren que el nimero de lugares aceptores disponibles en la
cromatina para la interaccién con los complejos receptor-esteroide hormonal varfa a
lo largo del desarrollo e incluso con los distintos estados fisiolégicos, debido a su
enmascaramiento por determinadas proteinas cromosomicas. En este sentido,
numerosos trabajos experimentales han demostrado!, 2, ® que la capacidad de la
cromatina para ligar el complejo receptor-esteroide hormonal se encuentra afectada
por su composicién. Es evidente, por tanto, el interés de un estudio exhaustivo no
s6lo de la composiciéon quimica de la cromatina, sino también de las modificaciones
provocadas por la accién de sales y agentes caotrépicos (C1Na, CINa y Urea,
C1HGu), capaces de disociar las proteinas presentes en ellas, con el fin de lograr el
méaximo desenmascaramiento de los aceptores especificos para las hormonas
esteroides.

El papel central desempefiado por el hipotalamo en el proceso de diferenciacion
sexual nos ha llevado a elegir este tejido para los estudios de interaccién de los
complejos receptor-*H-estradiol con la cromatina. Para ello hemos empleado un
sistema libre de células, donde incubamos la comatina, previamente extraida con

CINa/Urea o con C1HGu con los complejos 3H-estradiol receptor en condiciones
fisiolégicas (C1K 0,15 M).

* Esle‘ lraba}jo ha sido realizado con fondos procedentes del proyecto n.? 4467 de la CAICYT.
An. Fac. Vet. Lesn, 1982, 28, 219.234.
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MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico

Se emplearon ratones albinos cepa NMRI, machos v hembras, de 7 dias de edad.
que se sacrificaron por decapitacién cervical. Se extrajo la masa encefalica. que se
colocé en una superficie fria, diseccionandose a continuacién la zona correspondien-
te al hipotalamo, que se almacené a congelacién (—302C) hasta el momento de su
empleo.

Radioisétopos. —El 3H-estradiol 85-110 ci/mmol (TRK 322) fue suministrado por
The Radiochemical Centre, Amersham, Bucks (Inglaterra).

Preparacién de la cromatina

A los hipotalamos congelados se les afiadi6 buffer A (disolucién de sacarosa 0,32
M en tampén Tris-C1H 50 mM, pH 7,5, conteniendo C1,Mg. 5 mM, C1K 25 mM v
2-mercaptoetanol 20 mM) y se mantuvieron a 4°C. Una vez descongelados, se
homogeneizaron en un Potter-Elvejhein.

El homogenizado se filtré a través de una gasa, y el filtrado se centrifugs. a
2.000xg., durante 10 minutos.

El sedimento resultante de la centrifugacién se resuspendié en una mezela 1/1
(v/v) de buffer A y B (disolucién de sacarosa 2,4 M en tampén Tris-C1H 10 mM,
pH 7,5, conteniendo Cleg. 1,5 mM), se homogeneizé de nuevo y se centrifugd a
20.000xg. durante 10 minutos. Una vez eliminado el sobrenadante y el abundante
material lipidico depositado en la parte superior del tubo, los sedimentos obtenidos
—que contienen los nicleos en estado de semipurifacién— fueron suspendidos en 1
volumen de buffer A mas 1 volumen de buffer B, suavemente homogeneizados, y se
depolsitaron cuidadosamente con pipeta Pasteur en tubos de centrifuga, a los que
Previamente se les habia afiadido una solucién compuesta por 1 volumen de buffer A
y2 Vélﬁmenes de buffer B, estableciéndose asi un gradiente de sacarosa, cuya capa
superior es 1,3 M, y la inferior, 1,7 M, centrifugandose a continuacién, a 20.000xg.,
durante 15 minutos.

El sedimento se observé a microscopio, y si el grado de limpieza de los nicleos
presentes en el mismo no era satisfactorio, se repitié la centrigugacién, resuspen-
diendo Previamente el sedimento en la mezcla (1/1) de tampones A y B.

El «sedimento nuclear» se resuspendié en el mismo medio al que se afiadi6 Triton
)("100 (200 ul/100 ml.), y se homogeneizé lentamente. La solucion se colocd sobre la
disolucign tamponada de sacarosa 1,7 M, obtenida mezclando 1 volumen de buffer A
Y 2 volimenes de buffer B, y se centrifugé a 20.000xg. durante 15 minutos.

El sedimento obtenido, de aspecto palido y transparente («cromatina»), exento
de hemoglobina, fue lavado dos veces con una disolucién de C1Na 80 mM y EDTA
20 mM, en tampén Tris-C1H 2 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA 0,1 mM;

centrifugandose entre cada extraccién a 6.000xg. durante 5 minutos.
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La cromatina asi obtenida se almacené a —20°C en buffer Tris-C1H 2 mM,
pH 7.5, conteniendo 0.1 mM EDTA y 1 mM SO;HNa.

Union de la cromatina a la celulosa (segin Litman?)

La cromatina se suspendié en tampén Tris-C1H 6 mM, pH 7,5, conteniendo
EDTA 0.1 mM. SO;HNa 1 mM v 2-mercaptoetanol 20 mM; y se homogeneizé
lentamente con 0.5-2 g. de celulosa (Whatman CC-41), tratada previamente con C1H
1 N, lavada con agua destilada y liofilizada. A continuacién se centrifugd, y el
sedimento obtenido se liofilizé de nuevo.

El liofilizado se suspendié en 30-50 ml. de etanol absoluto, manteniéndose en
agitacion durante 30 minutos, tras lo cual fue expuesto a la luz ultravioleta durante
10 minutos a una distancia de 10 em., manteniéndose siempre en agitacién lenta.

El etanol se separd por filtracién y la cromatina-celulosa fue lavada con 300 ml.
de buffer Tris-C1H 2 mM. pH 7.5, conteniendo EDTA 0,1 mM SO;Hna 1 mM y
2-mercaptoetanol 20 mM. Tras la eliminacién del buffer, la cromatina celulosa se

liofilizé y se almacend en seco a temperatura ambiente.

Preparacién de los complejos receptor de alta afinidad (HAR)-*H-estradiol

Los hipotialamos se homogeneizaron a buffer Tris-C1H 10 mM, pH 7.4,
conteniendo sacarosa 0,32 M y 2-mercaptoetanol 100 mM con la ayuda de un
homogeneizador de Potter. El homogeneizado obtenido se centrifugé a 38.000xg.
durante una hora y el sobrenadante se centrifugé a 38.000xg. durante 90 minutos.
El sobrenadante de esta dltima centrifugacién constituye el citosol.

Al *H-estradiol. una vez evaporado el disolvente que lo contenia con N,, se afiadi6
el citosol, manteniéndose 90 minutos en lenta agitacion, tiempo necesario para la
formacién de los complejos 3H-estradiol-receptor.

Los complejos 3H-estradiol-receptor se precipitaron con SO, (NH,), saturado pH
7,2, al 259, de saturacién, que se afiadié lentamente por un espacio de 15 minutos.
Tras mantener 30 minutos en agitacién la mezcla, se centrifugé a 10.000xg. durante
15-20 minutos, y los sedimentos se almacenaron a —309C.

Previamente a su utilizacién, los sedimentos se disolvieron en tampén Tris-C1H 5
mM de pH 7.5, conteniendo C1K 0,15 M, EDTA 0,5 mM y 2-mercaptoetanol 50 mM;
y se dializaron contra 300 ml. del mismo buffer durante 3 horas, cambiando tres
veces el tampon. El dializado se centrifugé a 10.000xg. durante 5 minutos, v se
tomaron alicuotas (50 ul) para la determinacién de la radiactividad especifica

(CPM/mg. de proteina).

Extraccion de la cromatina-celulosa, incubacién de los com plejos hormona-receptor con la
cromatina y recuento de radiactividad

Alicuotas de cromatina-celulosa, tres réplicas de 10 mg. cada una, se hidrataron

con una disolucién de EDTA 0,1 mM, SO;NHa 1 mM y 2-mercaptoetanol 20 mM en
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tampon Tris-C1H 2 mM, pH 7.5 durante 30 minutos. a 0-12C. A continuacion fueron
extraidas con al menos 20 voliimenes del buffer de extraccion correspondiente v
lavadas con tampon Tris-C1H 2 mM pH 7.5, con EDTA 0.1 mM (para la extraceion de
clorhidrato de guanidina) o con tampon Tris-C1H 10 mM. pH 7.5 (para la extraccion
con CINa v CINa + Urea).

Los complejos hormona-receptor se incubaron durante 90 minutos con las
cromatinas extraidas, v los complejos radiactivos no unidos se eliminaron lavando
tres veces con tampon Tris-CIH 2 mM, pH 7.5, EDTA 0.1 mM. Al sedimento se le
afiadio 1 ml. de NCS v se mantuvo a 37°C durante 1 hora, tras lo cual se Te anadieron
110ul. de C1H 6 M. La mezcela se transfirié cuantitativamente a niveles de centelleo
con 3 lavados de | ml. de Instagel. Las muestras se contaron durante 10 minutos una
vez que la temperatura se hubo estabilizado. Para el recuento se empled un

espectrometro liquido de centelleo, modelo Intertechnique SL-30.

Andlisis quimico de la cromatina-celulosa

En las muestras de cromatina celulosa. tal como fueron preparadas o extraidas
con CINa/Urea o con CIHGu. se determing su contenido en DNA, proteina total.

proteinas icidas e histonas.

La proteina se cuantifice por el método de Lowry?, empleando seroalbimina
bovina (Sigma) como patron para las proteinas acidas v totales e histonas de timo de
l(frnr-ru (Sigma. tipo 11-8) para las histonas. Las proteinas totales se extrajeron con
NaOH 0,5 M a 370 durante 60 minutos. Las histonas fueron extraidas con C1H 0,2 M
u‘2” C durante 30 minutos. v a contlinuacién se extrajeron las proteinas dcidas con
NaOH 0,1 M a 370C durante 60 minutos.

El DNA se determing por el método de Giles & Myers®, modificacion del modelo

d

¢ Burton®, utilizando DNA de timo de ternera (Sigma) como patron.

RESULTADOS

Composici . A
Iposieton quimica de las cromatinas preparacdas

Los resultados del analisis quimico de las cromatinas preparadas v la relacion
(’Illl‘t_' SUs componentes se muestran en la Tabla I.
S¢ ha postulado® que mientras la relacion histonas/DNA es constante y proxima
ala unidad. la relacion proteinas dcidas es mas variable, oscilando entre 0,5-2/1. Los
rtjsulludns obtenidos por nosotros confirman ambas hipdtesis, ya que ¢l cociente
hls.stona/DNA es de 0,96/1, con oscilaciones minimas y la relacién proteinas
acidas/DNA es de 1.67/1. con un rango de variacion mas amplio (1.12-2,43). Ello
demuestra la gran heterogeneidad de las proteinas acidas, donde, ademds de las

proteinas estructurales, existen proteinas enzimaticas, etc., v su rapido turnover.
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TABLA I
Composicion quimica de las cromatinas preparadas
Los datos abajo expresados corresponden a la media de tres réplicas de 10-30 mg. cada una.
Abreviaturas: M. macho: H. hembra.

pg. mg. de cromatina-celulosa

Protei- P. total/
Protei- Protei- nas  histonas

Edad Proteina nas dci- nas to- Histonas dcidas/ + P. dci-

Fecha de preparacion (dias) Sexo total Histonas das DNA tal/DNA /DNA  DNA das

10 enero 79 F M 581 182 373 1,73 339 1,04 219 1,05
23 febrero 79 T M 1922 542 102 6,20 3,01 087 164 1,23
13 marzo 79 1 M 13.81 473 844 545 253 086 154 1,05
20 marzo 79 T M 7.61 262 482 225 337 1,15 213 1,02

30 marzo 79 f M 11,73 4,21 7,01 405 278 1,03 1,75 1,03
4 abril 79 7 11,81 596 6,70 593 198 1,00 1,12 093

Media. (2,84) (0,99) (1,73) (1,05)
H 7.80 241 453 1,86 4,19 1,29 243 1,12
H 16,01 530 7,03 553 289 09 1,26 1,30
H 3.21 0,65 1,81 1,00 3,20 065 1,81 1,30
H
H
H

-
—

10 febrero 79
23 febrero 79
13 marzo 79
20 marzo 79
30 marzo 79
4 abril 79

5,20 1,53 261 165 3,15 092 1,57 1,25
9,10 331 480 3,75 242 088 128 1,12
842 321 503 3,67 228 087 136 1,02

Media. (3,02) (0,93) (1,62) (1,18)

I S S I

En cuanto a la relacién proteina total/proteinas dcidas + histonas, que en todos
los casos se encuentra préxima a la unidad, confirma la limpieza de los nicleos
preparados, que previamente se habian observado al microscopio, asi como la pureza
de las cromatinas obtenidas a partir de ellos, libres de proteinas contaminantes
(proteinas del tejido conectivo, proteinas de la membrana, etc.).

Efectos de la extraccién con C1Na y C1Na/Urea a pH 6,0, 7,2 y 8,3 sobre la composicion
quimica de la cromatina y su interaccién con los complejos 3H-estradiol-receptor

a) Efecto del pH y del CINa y Urea sobre la extractibilidad de las proteinas
cromosdmicas

Alicuotas de 10 mg. de cromatina-celulosa se hidrataron con tampén Tris-C1H
2 mM, de pH 7,5, conteniendo EDTA 0,1 mM, SO,HNa 1 mM y 2-mercaptoetanol
20 mM; y se extrajeron con C1Na 2 Mo con C1Na 2 M y luego con una disolucién de
ClNa 3 M y Urea 5 M. El analisis quimico de la cromatina-celulosa residual se
muestra en las figuras 1 y 2.

En ninguno de los dos métodos de extraccién empleados sufri6 el contenido en
DNA variacién a lo largo del experimento, lo cual demuestra que no hubo pérdidas
de cromatina durante el lavado y que la unién del DNA a la celulosa, catalizada por la
luz ultravioleta, fue satisfactoria en ambos casos.

La extraccién de la cromatina-celulosa con CINa 2 M, que tiene por objeto
deshistonizar la cromatina, muestra ser mas efectiva a pH 7.2 (Fig. 1), tanto en lo
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Figura L.—Composicién quimica de la cromatina extraida con CiNa 2 M. Los valores representados
corresponden a los ug. de DNA o proteina por mg. de cromatina-celulosa que permanecen ligados a la
matriz tras la extraccién.

que a cantidad de histonas remanentes se refiere como en lo que hace relacién al
cociente proteina/DNA, inferior a este pH en ambos casos. Del mismo modo, la
€xtraccion primero con CINa 2 M y luego con CINa 3M y Urea 5 M, con el fin de

eliminar determinadas proteinas cidas que enmascaran los aceptores, muestra ser
més eficiente a pH 7.2 (Fig. 2).

b) Efectos del pH y del CINa y Urea sobre la interaccién de la cromatina con los
complejos *H-estradiol-receptor

Se sometieron alicuotas de cromatina-celulosa a extraccién con C1Na 2 M y otras
al método en dos etapas, primero con CINa 2 M y luego con CINa3 My Urea5M, y
s€ incubaron las cromatinas extraidas con el complejo *H-estradiol-receptor
preparado, siguiendo la técnica descrita en Material y Métodos.
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Figura 2.—Composicién quimica de la cromatina extraida en dos etapas: primero con C1Na 2 M y luego con

CINa 3 My Urea 5 M. Los valores representados corresponden a los kg, de DNA o proteina por mg. de
cromatina-celulosa que permanecen ligados a la matriz tras la extraccion.

El nivel de interacciéon es maximo a pH 7.2, en ambos sistemas de extraccion,
aunque las diferencias no son significativas para la extraccién con C1Na 2 M (Fig. 3).

¢) Curva de saturacién de la cromatina previamente extraida con C1Na y Urea

Para determinar la concentracion de proteina receptora necesaria para saturar la
capacidad aceptora de la cromatina se titularon alicuotas idénticas de cromatina-
celulosa con cantidades crecientes de complejos 3H-estradiol-receptor y se eliming la
radiactividad no ligada mediante lavado (Fig. 4). En los subsiguientes ensayos se

empleo una concentracién de proteina receptora superior a aquella con la que se
alcanzé la saturacion.
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Figura 3. —Efecto del pH sobre la interaccién del *H-estradiol-receptor con la cromatina-celulosa extraida con
2 .f_’PI CINa seguido de 3 M CINa + 5 M Urea. La figura muestra los resultados de dos experimentos. En el
primero, la cromatina preparada el 23-2.79 (5.53 #g- DNA/mg. de cromatina-celulosa) se extrajo con 2 M
CINa y se incub6 con 800 ul. de complejo receptor-estradiol (con una radiactividad especifica de
2.45 X 10° CPM/mg. proteina) a pHs. 6.0 y 7.2 (H). En el segundo, la cromatina preparada el 30-3-79
(4.05 pg. DNA/mg. de cromatina-celulosa) se extrajo primero con C1Na 2 M y luego con CINa 3 M y
Urea 5 M y se incubé con 1,100 ul. del complejo receptor-estradiol (con una radiactividad especifica de
2.67 X 105 CPM/mg. proteina) a pHs. 6.0, 7.2 y 8.3 (A). Los valores expresados representan la
radiactividad ligada tras la incubacién y lavado en las condiciones descritas en Material y Métodos

(0.15 M CIK).
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Figura 4.—Curva de saturacién de la cromatina de hipotdlamo, deshistonizada y desenmascarada, con los

complejos *H-estradiol-receptor del mismo origen. Muestras de la cromatina de hipotalamo preparada el

20-3-79 (1.05 ug. DNA/mg. cromatina-celulosa) se extrajeron primero con CINa 2M (pH 7.2) y luego con

CINa 3 M y Urea 5 M (pH 7.2) y se incubaron con 300-1.600 ul. de 3H-estradiol-receptor (radiactividad

especifica de 2.5 X 105 CPM/mg. proteina). Las barras verticales representan el rango de valores obtenidos
en los ensayos, efectuados por triplicado.
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Efectos de la extraccion con C1HGu sobre la composicidn quimica de la cromatina v su

interaccién con los complejos 3H-estradiol-receptor

a) Efecto de la molaridad de Cl1HGu sobre la extractibilidad de las proteinas
cromosdmicas

El efecto de la extraccién de la cromatina con C1HGu, 1 M, 3 My 5 M sobre las
proteinas dcidas, y el DNA se muestra graficamente en la Fig. 5. Las proteinas totales
descienden correlativamente al incrementar la molaridad. En cambio, las proteinas
dcidas, tras un descenso brusco al iniciar el proceso de extraccion con C1HGu 1 M, se
mantienen a un nivel constante. Las histomas, por su parte, son extraidas por
completo a concentraciones de C1HGu superiores a 3 M.

©
c
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g . DNA
o
.
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~
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o P TOTAL
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a 5
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Figura 5.—Efecto de la exiraccién con CIHGu sobre el contenido en DNA: (®) proteinas totales,

’((‘3) [Jl"Ullfinas dcidas, (A) e histonas, (B) de la cromatina-celulosa.

é;;&;‘geg.!;ci?h?i“gl;r:f:li:r;fif]alrlczilllé ]E} rjag. cad.a una se hi(lrﬂlarm.l con tampdn 'I‘_ris-lllll‘ 2 M, pll. 7.5, con
se extrajeron dos veces con clorhidrato de guanidina. Las proteinas eluidas se eliminaron

por lavado con el mismo tampén antes de proceder al anilisis quimico del complejo cromatina-celulosa
residual, que se realizé tal como se describe en Material y Métodos.
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El DNA, al igual que en la extraccién con CINa y C1Na y Urea, permanece
constante a lo largo del experimento.

b) Efecto de la extraccién con CIHGu sobre la interaccién de los complejos
3H-estradiol-receptor con sus aceptores de la cromatina

La extraccion secuencial de las proteinas cromosémicas con concentraciones
molares crecientes de CIHGu (0-6 M), que permite a la vez estimar el nimero de
lugares aceptores v su grado de enmascaramiento, incrementa significativamente la
capacidad aceptora de la cromatina al extraer con C1HGu 5 M. La subsiguiente
extraccion con C1HGu 6 M reduce los niveles de interaccién a valores comparables a
los originales, lo que demuestra que han sido extraidas las proteinas responsables del
anclaje de los complejos 3H-estradiol-receptor (Fig. 6).

pry
1

{\‘_""I
L

CPM x10™°/ mg DNA

T T T Y
3 6
M ciHGu

B
[}

Figura 6.—Niveles de interaccion de los complejos *H-estradiol-receptor con la cromatina-celulosa extraida con

elorhidrato de guanidina. Cantidades equivalentes de la cromatina-celulosa preparada el 10-1-79 (1.73 ug.

DNA/mg. cromatina-celulosa), se hidrataron y extrajeron con concentraciones de CIHGu variables entre

0 y 6 M. Se incubaron luego con 1.300 ul. de 3H-estradiol-receptor (radiactividad especifica

3.15 X 10° CPM/mg. proteina (®) y 2,91 X 105 CPM/mg. proteina (&) preparados a partir de hipotilamos
de ratén y la radiactividad ligada se cuantificé como se indica en Material y Métodos.
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¢) Curva de saturacién de la cromatina previamente extraida con Cl1HGu

Alicuotas de 10 mg. de la cromatina celulosa preparada el 10-1-79 (1,73 ug.
DNA/mg. cromatina-celulosa) se extrajeron con C1HGu 5 M y se incubaron con
distintos voltimenes de 3H-estradiol-receptor (100-1.500 ul) radiactividad especifica
de 291 X 105 CPM/mg. proteina). La curva de saturacién expresada como
radiactividad ligada en funcién del volumen de 3H-estradiol-receptor afiadido se
muestra en la Fig. 7.

Efectividad de los métodos de extraccion empleados (CI1Na/Urea vy CIHGu) en el

desenmascaramiento de IOS aceptores

Los valores obtenidos muestras que ambos métodos tienen una eficacia similar
l(Fig. 8), no existiendo diferencias significativas en cuanto a los niveles de
Interacci6én alcanzados. Con los dos sistemas se consigue la deshistonizacién y el
d(.zsenmascaramienlo de los aceptores de la cromatina, ya que la eliminacién de las
histonas y de las proteinas acidas se traduce en un incremento progresivo en el
niimero de lugares aceptores titulables, a juzgar por los niveles de interaccién
obtenidos, corroborando los resultados obtenidos previamente por Spelberg et. al.?
€on cromatina de ovidueto de pollo y los de Perry y Lopez?® en hipotilamo de 6vido.

DISCUSION

LOS_resultados del estudio de la interaccién del complejo estradiol-receptor con la
Cromatina de hipotilamo de rat6n obtenidos por nosotros confirman las conclusiones
alcanzatilas Por otros autores responsabilizando de una manera preponderante a la
COmPOASlcién de la cromatina de los distintos niveles de interaccién con el complejo
estradl?l-receptlorl, %, 9%, 10 Debemos sefialar, sin embargo, que el nimero de
?jznil;l;é:iiistradiol-re-ceptor unidos después del desel—lmascaramiento de la cromatina

’ a la descrita por Ruh et. al.?, con cromatinas de ttero de ternera, y Perry
y LOI_JCZB, con hipotilamos de oveja.

Sin embargo, no es de extrafiar este hecho, debido a que el tejido por nosotros
empleado, hipotilamo de ratones de 7 dias, procede de animales que no han
alcanzado todavia su madurez sexual.

Parfi los estudios de la interaccién del complejo 3H-estradiol-receptor en la
cromatina er‘npleamos distintos agentes caotrépicos (C1Na/Urea y C1HGu), capaces
de deS[.)rolcmizar la cromatina y desenmascarar los centros aceptores para este
complejo. Los resultados obtenidos muestran que, tanto el CIHGu como la mezcla de
urea y CINa, se muestran similares en cuanto a la eficacia del desenmascaramiento
se refiere. Perry y Lépezs, empleando un sistema libre de células y los mismos
agentes caolrépicos, encontraron diferencias en cuanto al nivel de desenmascara-
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Figura 7.—Curva de saturacion de la cromatina de hipotdlamo de ratén extraida con C1HGu 5 M con complejos

3H-estradiol-receptor del mismo origen.
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miento de los aceptores logrado con CIHGu y ClNa y Urea; siendo més eficaz el
CINa y Urea.

Coincidimos, sin embargo, con estos investigadores en responsabilizar del
distinto grado de desenmascaramiento de los aceptores de la cromatina a las
diferencias en la composiciéon quimica inicial de las cromatinas empleadas y a la
eficacia de los agentes caotrépicos en extraer las proteinas contaminantes de sus
preparaciones. La composicién quimica de las cromatinas empleadas por Perry y
Lopez® muestran una gran variabilidad en lo que a proteinas totales se refiere y ta vez
sea esta la razén de que obtengan diferencias en la eficacia de los agentes caotrépicos
empleados.

Otro de los aspectos estudiados que se desprende de los resultados obtenidos es el
caracter saturable de la interaccién entre el 3H-estradiol-receptor y la cromatina
desenmascarada es que en ambos casos, tanto empleando C1Na + Urea como agente
desproteinizante como cuando se emplea CI1HGu, se logra la saturacién de los
aceptores. Estos resultados coinciden plenamente con los obtenidos por otros
autores®, °, que demuestran también que la interaccién receptor-hormona esteroide
con cromatina de tejidos banco es un proceso saturable.

En los sistemas libres de células ensayados por Spelberg et. al.2, con cromatinas
de oviductos de pollo, Perry y Lopez® en hipotalamos de ovejas, Tsail! en células de
Sertoli de ratas y Klyzsejko-Stefanowicz!? en préstata de ratén; lo que si parece claro,
y en ellos todos los grupos coinciden en afirmar, es la implicacién, a juzgar por sus
resultados, de un tipo determinado de proteinas nucleares, una fraccién de las
proteinas écidas presentas en la cromatina (fraccién AP;), como responsables y
necesarias de la interaccién de los complejos hormona-receptor con los agentes de la
cromatina.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio comparativo de dos sistemas de extraccién de la
cromatina de hipotdlamo de ratén (C1Na/Urea y C1HGu) con el fin de determinar su
eficacia en cuanto al desenmascaramiento de los centros aceptores en la cromatina.
Con ambos procedimientos se obtiene una deshistonizacién y desenmascaramiento
de los lugares aceptores, que se refleja en un incremento del niimero de complejos
estradiol-receptor unidos a la matriz de cromatina-celulosa. No encontramos
diferencias significativas en cuanto a su eficacia, por lo que ambos pueden ser
empleados indistintamente para la desproteinizacién de la cromatina.
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COMPARATIVE STUDY OF TWO PROCEDURES OF EXTRACTION
(C1Na/Urea and C1HGu) ON CHEMICAL COMPOSITION OF
CHROMATIN AND ITS ABILITY TO BOUND 3H-ESTRADIOL-
RECEPTOR COMPLEXES

SUMMARY

Chromatin isolated from hypothalamic nuclei of sexually inmature mouse was
linked to cellulosa in u.v. light. The saturation binding of *H-labeled estradiol-
recepto? complexes with chromatin was then measured «in vitro» in 0.15 M-KC1.
Sa!ur.atlon was also measured after extraction of histones and masking acidic
proteins with NaCl/Urea or GuHCI. Salt + Urea was observed to be equally
effective than guanidine hydrocloride in unmasking acceptor sites. ‘
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INTRODUCCION

Aunque a la luz de los conocimientos actuales es indudable una accién directa de
los estrégenos sobre el tejido 6seo, como lo demuestra el control negativo que ejerce
el estradiol sobre la liberacién de calcio por la hormona paratiroidea (PTH) en
cultivos de osteocitos! y la frecuente aparicién de osteoporosis a partir de la
menopausia?, los mecanismos en virtud de los cuales los esteroides actiian a este
nivel son poco conocidos.

La existencia de receptores citoplasmaticos de alta afinidad que retengan los
estrégenos en el interior de las células éseas contra gradiente de concentracién a
partir de la sangres es condicién indispensable para justificar un efecto directo,
segin el mecanismo general de accién de las hormonas esteroides propuesto por
Gorski y Cannon?®. Sin embargo. tal vez porque —como acertadamente apunta
Nielsen*— debido a la pequefia cantidad de proteina citosélica respecto al peso fresco
del tejido y su dilucién y mezcla con otras proteinas de la matriz, algunos intentos de
demostrar la presencia de receptores de estrégenos no han tenido éxito®, 6. Por esta
razén se han propuesto vias alternativas, como el que los esteroides actian sobre los
sistemas enzimaticos del higado y rifién que controlan la sintesis de vitamina D y el
metabolismo del calcio’.

En los resultados que se presentan se demuestra la existencia de proteinas
receptoras de estradiol en la tibia de raton de diferentes edades, habiéndose
investigado también la localizacién anatémica de estos receptores y su caracteriza-
cién, mediante estudios de afinidad y de competicién con otros esteroides.

* Este tfabﬂjo_ ha sido realizado con fondos procedentes del proyecto n.? 4467 de la CAICYT.
An. Fac. Vet. Ledn, 1982, 28, 235.243. :
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