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 3H-labeled estradiol-
receptor complexes with chromatin was then measured «in vitro» in 0.15 M-KC]1.
Saturation 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

Aungque a la luz de los conocimientos actuales es indudable una accién directa de
los estrégenos sobre el tejido dseo, 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 Gseas contra gradiente de concentracién a
partir de la sangres es condicién indispensable para justificar un efecto directo,
segiin el mecanismo general de accién de las hormonas esteroides propuesto por
Gorski vy 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®, ¢. Por esta
raz6n se han propuesto vias alternativas, como el que los esteroides acttian 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 ratén 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 ll:abajo_ ha sido realizado con fondos procedentes del proyecto n.? 4467 de la CAICYT.
An. Fac. Vet. Lesn, 1982, 28, 235-243. '
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MATERIAL Y METODOS

Productos quimicos

Los esteroides marcados (1, 2, 6, 7-3H) Estradiol, 85-110 Ci/mmol (TRK 322)
fueron suministrados por The Radiochemical Center, Amersham, Bucks (U.K.) y los
radioinertes por Sigma Chem. Co. Los restante productos procedian de Merck,
Sigma, BDH y Pharmacia y eran de calidad reactivo. El liquido de centelledo
empleado fue Instagel (Packard).

Material biolégico

Para los experimentos descritos en este trabajo se emplearon ratones albinos cepa
NMRI, intectos y alimentados «ad libitum», agrupados en lotes de machos y hembras
constituidos por no menos de ocho animales, de 7, 14, 21, 35, 42 y 63 dias de edad. Se
sacrificaron por decapitacién cervical, y se extrajo la tibia, que se liberd del tejido
muscular y conectivo adherido, con ayuda de un binocular (5 X 10 aumentos).
Inmediatamente después, los huesos se pesaron en un matraz previamente tarado y
se midi6 su longitud con un calibrador provisto de Nonius (error £0,01 cm.).

Todas las operaciones se realizaron sobre una superficie refrigerada con el fin de
evitar que los tejidos estuviesen sometidos, en algiin momento, a temperaturas que
pudiesen alterar los receptores citoplasmaticos.

Preparacién de citosol

Todas las operaciones que se describen a continuacién se efectuaron en una
cdmara refrigerada a una temperatura de 0-4°C.

El citosol se preparé siempre en fresco. Los huesos se suspendieron en un
pequetio volumen de buffer STEKT (0,32 M sacarosa, 10 mM Tris-C1H pH 8,6, 1,5
mM EDTA, 150 mM C1K), al que se afiadi6 momentos antes tioglicerol hasta una
concentracién 12 mM; se trituraron, en primer lugar, en un mortero, y a
continuaeién —una vez formada una papilla homogénea— dos veces en un
homogeneizador de Sorwall (10.000xRPM); finalmente, se homogeneizaron en un
Potter Elvejhem. El homogeneizado se filtré a través de una gasa, permaneciendo
siempre en el filtro un «debris» mineralo-membranoso. El filtrado se centrifugé a
20.000xg. durante 15 minutos. Mediante observacién microscoépica del sedimento,
pudo comprobarse, en todos los casos, la presencia de nucleos de células éseas
(osteocitos y osteoblastos) demostrandose asi que durante la homogeneizacién habia
tenido lugar la ruptura celular.”

El sobrenadante se recogié con ayuda de una pipeta de Pasteur, incubandose
alicuotas del mismo durante 18 horas a 0-4°C con *H-estradiol (10 nM) o con
*H-estradiol (10 nM) mas un exceso 100 veces superior (1 mM) de estradiol no
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marcado. Tras la incubacidon, las muestras se centrifugaron a 105.000xg., durante 90

minutos. en el caso de la testosterona, la incubacién se prolongé durante 24 horas.

Cdlculo de la interaccion de la hormona-receptor mediante la absorcion de la hormona
libre con ecarbon activo-dextrano

El carbin activo-dextrano se preparé siguiendo el método descrito por Koreman®
v Smith”. Para ello, el carban fue tratado con C1H 0,2 N, lavado con agua destilada y
neutralizado con NaOH 0,1 N. Finalmente, se traté con etanol, éter y se liofilizé.

Se prepard luego una suspension de carbon, al 0,5%, y dextrano, al 0,05 %, en
tampén Tris-C1H 10 mM de pH 7.4, 1.5 mM en EDTA; 12 mM en tioglicerol; la
suspension se agitd durante 6 horas a la temperatura ambiente. La suspension se
mantuvo antes de su uso durante 18 horas en agitacién a 49C.

Para la eliminacion del sistema de la hormona libre se mezelaron volimenes
iguales del sobrenadante de la centrifugacién a 105.000xg., 90 minutos y la
preparacion antes mencionada: la mezcla fue sometida a una agitacién intensa
durante 15 segundos. v, tras 5 minutos de reposo, se sometié a centrifugacién
(3.000xg. durante 15 minutos). El sobrenadante se sometié de nuevo al mismo
tratamiento —adicion de carbén-dextrano, agitacién, reposo y centrifugacién—. El
sobrenadante de la segunda centrifugacion se transfirié a los oportunos viales de
recuento y. tras la adicion de 10 mls. de Intagel, se procedié al contaje de la
radiactividad. que representa la hormona ligada a las proteinas del citosol. Se
denomina «interaccion total» a la radiactividad del sobrenadante de los tubos a los
que s6lo se habia anadido hormona marcada, e «interaccién inespecifica» a la del
sobrenadante de los tubos, a los que se habia afiadido, ademas de 3H-estradiol, un
exceso 100 veces superior de estradiol sin marcar. La «interaccién especifica» es la
representada por la diferencia entre ambas.

Las determinaciones de proteina se efectuaron por el método de Lowry
modificado por Bensadound y Weinstein!?, empleando seroalbéimina bovina cristali-
zada (Calbiochem) como patron.

RESULTADOS
Receptores dseos de estradiol

Los resultados obtenidos del estudio de la interaccién entre la fraccién citosol y
el estradiol demuestran la presencia de receptores de alta afinidad para esta hormona
en la tibia de ratones machos y hembras de diferentes edades. La ausencia de
contaminacién significativa por a-fetoproteina se comprobé mediante inmunodifu-
sion!!, empleando anticuerpos especificos contra la «-fetoproteina.

En cuanto alos niveles de receptores de estradiol en la tibia de ratén a lo largo del
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crecimiento, encontramos (Fig. 1) que en los machos la tasa de receptores es alta
durante las 3-4 primera semanas, alcanzando un pico alrededor del dia 21. Por el
contrario, en la tibia de las hembras la concentracién es sumamente baja hasta la
tercera semana, para ascender entonces bruscamente hasta el dia 35: el incremento
prosigue luego lentamente, no llegando nunca, dentro del periodo estudiado, a
alcanzar niveles tan elevados como los presentes en los machos el dia 21.

Localizacién anatémica de los receptores de estradiol en la tibia

Con el fin de localizar anatémicamente los receptores de estradiol, estudiados
para el conjunto de la tibia de los ratones NMRI, se seccioné el hueso, separando por
un lado la diafisis y por otro la epifisis. A partir de estas fracciones oéseas,
procedentes de ratones de 35 dias de edad, momento en el que el nivel de recepiores
es elevado, se preparé la fraccién citosol y se determiné la interaccién especifica con
el *H-estradiol siguiendo los métodos ya descritos. Los resultados obtenidos (Tabla I)
muestran que los receptores de estradiol se encuentran localizados exclusivamente
en la epifisis, no detectindose proteinas que interaccionan especificamente con el
estrogeno en la porcién central del hueso (diafisis).

TABLA I
Localizacién en la epifisis de los receptores de estradiol
Los resultados correspondientes a la media de, al menos, 5 réplicas del citosol preparado a partir de
las epifisis o de las diafisis

\

Interaccién (CPM/mg. proteina)
Esteroide Parte del

Material de partida ensayado hueso Total Inespecifica

Especifica

26 tibias de ratones hem-
bras de 35 dias Estradiol-17 B Diafisis 6997 (£730) 7837 (£867) —

Estradiol- 178 Epifisis 9690 (+434) 6492 (+881) 3198 (+812)
14 tibias de ratones ma-

chos de 35 dias Estradiol-17 B Diafisis = 5924 (£1685) 6604 (£980) —
Estradiol-17 8 Epifisis 7670 (£408) 6650 (£516) 1020 (+464)

Competicién con otros esteroides

Los resultados de los experimentos de desplazamiento del estradiol de su receptor
de alta afinidad por otras hormonas esteroides se muestran en la Figura 2. Los
resultados obtenidos muestran que el nivel de competitividad de la testosterona fue
del 6 %; del 8% para la corticosterona, del 18 % para la progesterona y del 87 % para
el estradiol. Por consiguiente, solamente el estradiol no marcado, en un exceso de
100 veces, es un competidor efectivo para el 3H-estradiol.
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Figura 1.—Niveles de receptores de estradiol en tibia de ratones NMRI durante su crecimiento. Cada valor
representado corresponde a la media de la radiactividad, «especificamente ligada», en tres réplicas.
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Figura 2.—Competicién del receptor de estradiol con otras hormonas esteroides, En los experimentos se empleo
*H-estradiol 10 nM mis un exceso de 100 veces de cada hormona no radiactiva (ver Material v Métodos).

Afinidad del estradiol por su receptor éseo

Para estudiar la afinidad de la interaccion estradiol-receptor se incubaron
alicuotas de citosol con cantidades crecientes de 3H-estradiol solo o 3H-estradiol, mas
no marcado en un exceso de 100 veces hasta alcanzar la saturacion. Los resultados
obtenidos se representaron, de acuerdo con Scatchard!? (Fig. 3), arrojando una Kd
para la interaccion estradiol-receptor de 2,71 X 107¢ M.

DISCUSION

El esclarecimiento de los mecanismos implicados en las acciones de los esteroides
hormonales sobre el hueso constituye un hecho cientifico de la mayor importancia
no sélo por razones médicas, sino también por el creciente interés que ha adquirido
su entendimiento desde el punto de vista de posibles manipulaciones del crecimiento
animal. En este sentido, es bien conocido que el estradiol provoca el cierre
prematuro de las epifisis en los huesos largos, limitando su crecimiento en longitud,
de ahi la detencién del crecimiento de las hembras cuando alcanzan la pubertad.
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Figura 3.— Representacién de Scatchard de la interaccion del estradiol con su receptor.

De acuerdo con los conceptos actuales sobre el mecanismo de accién de las
hormonas esteroides, los esteroides de estradiol son imprescindibles para una accién
directa del estrégeno en el tejido 6seo. Aunque intentos realizados para demostrar la
presencia de receptores citoplasmiticos de estradiol en huesos largos de rata no han
sido satisfactorios®, ¢, 7. sin embargo, Chen y Fedman? piensan que puede haber
diferencias entre especies. En este sentido es importante sefialar que Atkins et. al.!
sugieren un efecto directo del estradiol sobre las células éseas, demostrable en
cultivos de osteocitos de ratén: la misma especie empleada por nosotros. La
posibilidad de que la interaccién del estradiol con componentes de la fraccién
citosolica del hueso detectada por nosotros pudiera ser debida a la presencia de alfa-
fetoproteina fue descartada mediante inmunodifusién!!, utilizando anticuespos
especificos contra la alfa-fetoproteina.

Los resultados obtenidos sobre la localizaciéon anatémica de los receptores de
estradiol muestran que éstos se encuentran unicamente en la epifisis (Tabla I), lo
que no es de extrafiar si tenemos en cuenta que las «lineas de crecimiento» de este
hueso se encuentran precisamente situadas en esta region del hueso, y que es de
esperar que cualquier posible accién de las hormonas esteroides sobre el crecimiento
6seo (en peso y lOngitud), que lleva implicito la presencia de receptores para estos
esteroides hormonales, por nosotros demostrado, para que puedan ejercer su accién,
la desarrollarian a este nivel de la linea de crecimiento.

En cuanto a los estudios de caracterizacién de los receptores 6seos de estradiol,

7 -

Bound (M) 107"



los experimentos de desplazamiento del estradiol de su receptor de alta afinidad por
otros esteroides hormonales muestran que sélo el estradiol sin marca tiene un nivel
alto (87 %) de competitividad, lo que demuestra, una vez mas. la clara especificidad
del receptor citosélico de la tibia de los ratones por el estradiol y no por los demis
esteroides hormonales, caracteristica de las interacciones altamente especificas v del
complejo estradiol-receptor. Con los estudios de afinidad hemos constatado que la
afinidad del estradiol por su receptor dseo es alta, comparable a los valores obtenidos

por otros autores en diversos tejidos blanco de estradiol: (tero!s, hipotalamo'3,
higado!4, etc.

RESUMEN

Se ha investigado la presencia de receptores de estradiol en la tibia de ratén, asi
como su localizacién anatémica y su caracterizacién como tales receptores.
Ijos resultados obtenidos demuestran la existencia de receptores de estradiol en la
tibia de ratones machos y hembras de diferentes edades y que se encuentran
localizados exclusivamente en las epifisis.

La competitividad de otros esteroides con el estradiol por el receptor es baja, ya
;lll_it_zesolamenle el estradiol no marcado, en un exceso de 100 veces, desplaza al

stradiol-receptor, que, segin los datos obtenidos por nosostros, es semejante a la
de otros sistemas receptores en tejidos blanco del estradiol.

CHARACTERIZATION OF ESTRADIOL RECEPTORS FROM MOUSE
TIBIAE

SUMMARY

Specific stradiol high affinity receptors have been detected in the tibiae of
males and females of different age. Estradiol receptors were found in the epiphyses
and lack in diaphyses; this finding is consistent with the fact that estradiol is capable
of brinding about premature closure of the epiphyses. .
SH_i‘:zgft;tion experiments reveals that (?nly the unlabeled estradiol displaces the

ol and do not testosterone, corticosterone and progesterone. Schatchard

analys;j . ¥ <
4 ysis allows to estimate Kd of estradiol-receptor interaction as 2.71 nM. similar to
10se of estradiol-receptors in several target tissues.
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