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INTRODUCCION

Es un hecho reconocido y aceptado universalmente que Jas hormonas esteroides
segregadas durante las etapas criticas fetal o perinatal, influyen en los modelos de
comportamiento sexual y crecimiento. Las hormonas esteroides segregadas por las
gonadas y la corteza de las glindulas adrenales, son transportadas via sanguinea a
todo el cuerpo, estimulando sélo a ciertos tejidos («tejidos blanco»), que poseen
moléculas proteicas citosdlicas denominadas «receptores». Una vez dentro de la
célula «blanco», la hormona esteroide interacciona con los receptores especificos
formando el complejo hormona esteroide-receptor; estos complejos son activados
mediante un proceso temperatura dependiente, translocindose posteriormente al
nicleo.

La interaccién especifica del complejo hormona esteroide-receptor con los
componentes del nicleo es otra de las etapas dentro del mecanismo de accién de las
hormonas esteroides!, 2, 3 apoyada por numerosos datos experimentales. No obstante
la naturaleza del componente nuclear, denominado «aceptor», resulta dificil de
determinar. Todos los trabajos realizados en este sentido sugieren que una fraccién
de proteinas dcidas de la cromatina es la responsable de la interaccién de las
hormonas esteroides a nivel nuclear®.

Son diversos los trabajos en los que se ha estudiado la interaccion del complejo
estradiol-receptor con cromatinas procedentes de tejidos blanco de diferentes
especies animales®, ¢ 7 8 9 10

En el presente trabajo se estudia la interaccién del complejo *H-estradiol-receptor
con la cromatina de pituitarias de ovejas y carneros.

* Catedra de Tecnologia v Bioquimica de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad de Leén.
[, Fee. Vet Ledan, 19810 30, 217.257.
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MATERIAL Y METODOS

Material biol6gico.—

Se emplearon pituitarias e hipotilamos procedentes de ovejas v carneros de raza
churra, de aproximadamente seis meses de edad.

Radiosétopos. —

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

Preparacién de la cromatina. —

Se sigui6 el protocolo descrito por PERRY y LOPEZ (1978)¢, trabajando con
hipotalamos de évidos de la misma especie y edad que los nuestros.

Unién de la cromatina a la celulosa. —

Se realizé siguiendo el método propuesto por LITMAN (1968)*!.
Las cantidades de celulosa afiadidas variaron con el namero de pituitarias
empleadas en cada cromatina (1 pituitaria/0,13 g de celulosa).

Preparacién de los complejos 3H-estradiol-receptor.—

La obtencién de los complejos 3H-estradiol-receptor se realizé siguiendo el
método descrito por FERNANDEZ (1984)12,

Anilisis del complejo cromatina-celulosa —

1Y) Extraccion de proteinas totales, proteinas dcidas e histonas.

a) Proteinas totales

Las proteinas totales del complejo cromatina-celulosa fueron extraidas en
presencia de NaOH 0,5N. El sobrenadante que las contenia se neutralizé con CIH

0,5N.

b)  Histonas

Se extrajeron con CIH 0,2N, siguiendo la téecnica de MARUSHIGE and BONNER
(1966) 13,
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c) Proteinas dcidas

La extraccion de proteinas acidas se realizd a partir de los sedimentos
deshistonizados sometiéndoles a un nuevo proceso de extraccién con NaOH 0,1N
(SPELSBERG v cols., 1976)!4.

2.9y Determinacion de proteinas totales, dcidas, histonas y DNA.

a) La determinacién de proteinas totales, icidas e histonas se realizo siguiendo
el método de LOWRY y col. (1951)'%, empleando como proteina standard seroalbi-
mina bovina (para proteinas totales y dcidas) o histonas procedentes de niicleos de
timo de ternera (en el caso de la determinacién de histonas).

b) La determinacién del DNA se realizé segin la técnica de GILES & MYERS
(1965) ', modificacién de la reaccién de difenilamina de BURTON (1956)17.

Extraccién de la cromatina-celulosa, incubacién de los complejos hormona-
receptor con la cromatina y recuento de la radiactividad. —

Alicuotas de cromatina-celulosa una vez hidratada, se extrajeron con el buffer
correspondiente que contenia clorhidrato de guanidina como agente caotrépico, a
distintas concentraciones siguiendo el procedimiento descrito por FERNANDEZ
(1984)'2.

Las cromatinas extraidas se incubaron con los complejos estradiol-receptor
siguiendo la técnica de PERRY y LOPEZ®.

Para el contaje de radiactividad se empleé como liquido de centelleo Instagel

(Packard).

Anilisis quimico de las proteinas citosdlicas. —

Las proteinas citosélicas se determinaron siguiendo el método de Lowry/D.0.C.
modificado de BENSADOUN y WEINSTEIN (1976)!8.

RESULTADOS

Caracterizacion de los componentes del ensavo «in vilro».—

En la tabla I se presentan los valores, en pg/mg de cromatina-celulosa, de
proteina total, proteina &cida, histonas y DNA de las muestras de cromatina
empleadas en la interaccién con los complejos *H-estradiol-receptor. También se
muestran las relaciones histonas/DNA y proteinas dcidas/DNA. Los datos obtenidos
para estos valores, son similares a los de otros autores que han empleado sistemas de
purificacién de nicleos y preparaciéon de cromatinas semejantes a las muestras.

Los complejos *H-estradiol-receptor, se obtuvieron a partir del sobrenadante
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TABLA |

Composicion quimica de las cromatinas empleadas en el ensayo «in vitro»
Los datos abajo expresados corresponden a la media de tres réplicas de 15-30 mg cada una
wg/mg de cromatina-celulosa

Proteinas

Fecha de preparacion  Proteina total Histonas  Proteinas deudas DNA Histonas DNA dendas DNA
1-marzo-79 8,4 1,3 4.4 2,2 0.60
30-enero-79 15 2,4 6,00 2.23 1.07
20-febrero-79 21,8 B 11.8 1,03 1.07
MEDTA coisiros o svaprnmen i asians 76 DRy Beus s 7 (0.83)

resultante de la centrifugacion a 105.000 xg durante 60 minutos, tras la homogeniza-
cién del tejido hipotalimico y del tejido de pituitaria de ovejas y carneros (ver
Material y Métodos), determinandose la radiactividad especifica expresada en
cpm/mg proteina (véase tabla II).

Condiciones Gptimas para el ensavo «in vitro».—

Una vez obtenidos los dos componentes del ensayo «in vitro», se estudié la
interaccién entre cromatinas simplemente hidratadas con buffer EDTA 0,1 mM,
SO;HNa ImH vy 2-mercaptoetanol 20mM en tampén Tris/CIH (pH = 7.5), con los
complejos 3H-estradiol-receptor. Tras un lavado para eliminar los complejos no
unidos, se cuantificé la radiactividad ligada a la cromatina-celulosa (tabla 1I).

Posteriormente, se determiné el efecto de diferentes agentes caotrépicos sobre la
accién desenmascarante de los lugares aceptores de la cromatina para el complejo
*H-estradiol-receptor:

A)  Efecto de la extraccién con ClNa y ClNa/Urea sobre la composicion quimica de la
cromatina v sobre su interaccidn con los complejos *H-estradiol-receptor.

. Muestras de cromatina-celulosa, después de hidratadas, se extrajeron en una
primera etapa con ClNa 2M (pH = 6) con el fin de deshistonizar la cromatina. Una
posterior extraccién con CINa 3M + Urea 5M (pH = 7.2) fue realizada para eliminar
las proteinas acidas enmascaradoras.

Una vez extraidas con los agentes caotrépicos anteriormente citados, se procedié
a su incubacion con el complejo H-estradiol-receptor con el objeto de analizar la
influencia de la extraccién sobre el grado de interaccién. Los resultados se muestran
en la figura 1, donde puede observarse que tras las extracciones no se observa un
incremento de la capacidad aceptora de la cromatina extraida para el complejo
ensayado.

La concentracién de DNA permanecié estable tras la extraccién, lo que
demuestra que no hubo pérdidas de cromatina en la fase de extraccién.
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Se determiné también el contenido en proteinas totales e histonas después de
cada extraccién (fig. 1).

B) Efecto de la extraccién con CIHGu sobre la composicion quimica de la cromatina v
su reflejo sobre la interaccidn con los complejos *H-estradiol-receptor.

Al igual que en el caso de la extraccién con CINa y CINa + Urea, alicuotas de
cromatina-celulosa, tras ser hidratadas, se extrajeron con CIHGu 1M v 5M.
A diferencia con el agente caotrépico anterior, la deshistonizacién fue prictica-

mente total a la concentracién 5M, y el descenso de proteina acida fue considerable-
mente mayor.
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Figura 1.—Efecto de la extraccion con CINa 2M y CINa 3M + Urea 5M sobre la interaccion del receptor
estradiol de pituitaria con el complejo cromatina-celulosa de pituitaria de oveja (muestra 30-marzo-79).
Muestras de cromatina-celulosa después de hidratadas con el tampén correspondiente, fueron deshistoni-
zadas con CINa 2M. A otras réplicas después de la extraceion con CINa 2M se las sometié a un
desenmascaramiento proteico con CINa 3M + Urea 5 M.

La linea +_ 4+ representa el nivel de interaccidn antes citado.

Los valores de DNA y proteina/mg de cromatina-celulosa que permanecen ligados a la matriz de
cromatina-celulosa tras la extraccion, también quedan reflejados en la grifica.
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El reflejo de la composicién quimica de las cromatinas, una vez extraidas sobre la
interaccién de las mismas con los complejos *H-estradiol-receptor se traduce, en este
caso, en un incremento considerable del nimero de complejos retenidos (fig. 2).

En la figura 3 se muestra un histograma representativo de la efectividad del
CINa/CINa + Urea y CIHGu en el desenmascaramiento de los aceptores nucleares
cromatinicos para los complejos 3H-estradiol-receptor de origen hipotaldmico.
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Figura 2. —Interaccion del receptor lliputah'lmim) de estradiol con el L:umpluju cromatina-celulosa de
pituitaria de ecarnero (muestra, l-marzo-79) tratada con CIHGu (@ @®).

Tres réplicas de 10 mg cada una, después de hidraladas, se extrajeron con distintas molaridades de
CIHGu (1M y 5M), a continuacién se incubaron con 760 | de *H-estradiol-receptor (radiactividad
especifica: 0,84 X 10° cpm/mg proteina) preparados a partir de hipotilamos de ovejas y carneros,
cuantificandose, después, la radiactividad ligada.

En esta grifica se representa también el contenido en histonas (O_—_0Q), proteinas dcidas A___A)
v DNA (%k_____ %) de la cromatina-celulosa residual, después de la extraccién con 1M y 5M.
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Figura 3.—Histograma representativo de la efectividad del CINa/CINa + Urea v CIHGu en el
d!‘fsenmamfaramiento de los aceptores nucleares cromatinicos para los complejos 3H-estradiol-receptor
hipotalamico (radiactividad especifica: 0,84 X 10° cpm/mg proteina).

La muestra (1-marz0-79) se sometié a una extraceion paralela con CINa 2M (pH = 6)/CINa 3M + Urea 5M
(pH = 7,2) vy CIHGu IM/CIHGu 5M.

En la figura se expresa la cantidad de

hormona radiactiva que permanece ligada tras la hidratacion (a), la
deshistonizacién (b),

v el desenmascaramiento (c) con los agentes caotrépicos antes citados.

Interaccion de los complejos

con CIHGu

3H—eslradiol-receplor con la cromatina extraida

Una vez conocidas las condiciones mas eficaces de desproteinizacién por los

agentes caotropicos ensayados y el efecto de esta extraccién de la cromatina sobre la
interaccién con los complejos *H-estradiol-receptor, se estudié el caracter saturable
de esta interaceién.

Para ello se evalué el nimero de lugares aceptores para los complejos estradiol-
receptor en la cromatina extraida con el clorhidrato de guanidina 5M, es decir,
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cromatina en la que se han eluido progresivamente las proteinas cromosémicas
enmascaradoras. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos a partir de los estudios de
interaccion de los complejos *H-estradiol-receptor con diferentes cromatinas ex-
traidas con CIHGu a diferentes concentraciones.

DISCUSION

Los resultados obtenidos a través de los experimentos realizados sobre la
interaccién del complejo estradiol-receptor de origen hipofisario e hipotalamico con
la cromatina de pituitaria de ovejas y carneros de aproximadamente seis meses de
edad preparadas por nosotros, confirman las conclusiones a las que han llegado otros
autores empleando sistemas de ensayo «in vitro» semejante al nuestro. Estos

investigadores®, '%, ?* responsabilizan, de manera preponderante, a la composicién
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Figura 4. —Curva de saturacién de la interaccion entre el complejo *H-estradiol-receptor obtenido de

pituitaria de Gvido con la cromatina del mismo origen.

Muestras de cromatina celulosa (hembras, 20-febrero-79) se hidrataron con el tampon correspondiente v

se extrajeron: primero con CIHGu IM y después con CIHGu 5M. Las muestras extraidas se incubaron con

el complejo H-estradiol-receptor (radiactividad especifica 1,43 X 108 cpm/mg proteina).
Posteriormente se cuantificé la radiactividad ligada,
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quimica de la cromatina en lo que a su capacidad de interaccion con los complejos
estradiol-receptor se refiere. N 1

En el sistema libre de células empleado por nosotros, se han ulthza@n como
agentes caotrépicos: CINa y mezclas de CINa/Urea, v por otra parte, (‘Iurhldrato.de
guanidina. Los resultados, referidos al niimero de complejos unidos a la (-n')mamla
una vez desenmascarada por los agentes de extraccién antes citados son su permre.sden
el caso del clorhidrato de guanidina. Estos resultados son opuestos a Ins’ul.J(;t’nl 0s
por PERRY y LOPEZ (1978) trabajando con cromatinas de hipotilamos de 6vi os,qu‘fi‘
encuentran mayor eficacia, en lo que a su capacidad desprotcinizan.m se rplu-r(,i U,dt)
CINa y CINa + Urea que en el CIHGu. Sin embargo, si son coincidentes con los de
otros autores (SPELSBERG y col., 1976; LEVY y col., 1972). N .

Los valores obtenidos por nosotros, en lo que a radiactividad especifica sc; re 1erL’
para el complejo estradiol-receptor, son similares a las presentadas por ['M“_“ Y
LOPEZ (1978) con cromatinas de évidos y diez veces superiores a los nb!c.nldos- i
VENTANAS (1982) con cromatinas de hipotidlamos de ratones de siete dias,
atribuyéndose esta diferencia al estado inmaduro de los ratones empleados, r.lado qli'ﬁ
es un hecho bien conocido que el nimero disponible de receptores cambia con la
edad y el estado fisiologico (WEBSTER y col., 1976)23. .

En lo que si hay acuerdo unanime entre la mayoria de los im'esligad‘_”'_"s i e“;e
€ampo, y que nuestro trabajo viene a corroborarlo, es en rcspt)nsainh'zar de a
interaccién de| complejo estradiol-receptor con los aceptores de la cromatina, a ;nd
determinada fraccién de proteinas cromosémicas (fraccién AP;) y que correspon \en
3 aquellas proteinas de bajo peso molecular que permanecen tras la extraccion con
CIHGu s5M (SPELSBERG y col., 1976)!4.
El maximo de interacci6n entre los complejos estradiol-receptor y los aceptores
de la Cromatina, coincide con la elucién de histonas y proteinas acidas Cllmas(‘arfl;
doras (AP, y AP,). Este proceso de interaccién presenta caracter salur‘:ib.le como s€
demuestra en |a representacion grifica al obtenerse una curva asintética.

RESUMEN

Se ha estudiado la inter

‘ ) ; igen
accién de los complejos 3H-estradiol-receptor de orig
ofisario e hipotalamico

con la cromatina de hipéfisis de ovejas y carneros.
La desproteinizacion parcial con clorhidrato de Guanidina (CIHGu) incr:eme‘nlﬂ el
nimero de complejos *H-estradiol-receptor retenidos por la cromatina. El nu.!—ﬂero
méaximo de complejos unidos a la cromatina se obtiene cuando la deshistonizacion es
total y sélo permanece unido al DNA una fraccién de proteinas acidas (AP;) a la que
se le responsabiliza de la capacidad aceptora de la cromatina.

La interaccion del complejo
zada fue saturable,

hip

X ; e
3H-eslrad:o|-receplor con la cromatina desprotein

SUMMARY

We have studied the binding of *H-estradiol-receptor complexes from pituitary
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and hypothalamus to pituitary chromatin of male and female sheep. Binding
increased when the acceptor sites are unmasked with guanidine hydrochloride.

The higher binding was obtained after removal of histones and masking acidic

proteins. The binding of *H-labelled oestradiol-receptor to unmasked chromatin was

saturable.
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