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SINTESIS DE PROTEINA EN EL HIPOTALAMO DE RATA
DE UN DIA DE EDAD TRAS LA ADMINISTRACION DE
PROPIONATO DE TESTOSTERONA®

Por [. Ventanas Barroso
A. Lépez Pére:z
J. Burgos

INTRODUCCION

Son numerosos los experimentos que apoyan la idea de que las hormonas
esteroides regulan las funciones celulares influyendo sobre la sintesis de proteina en
los 6rganos blanco!. =

En el atero inmaduro de rata, que constituye el modelo experimental mas
ampliamente utilizado para el estudio de la sintesis de macromoléculas tras la
inyeccion de estradiol, la secuencia de fenémenos incluye, en primer lugar, la
aparicion de una proteina (o un grupo de proteinas) denominada Proteina inducida
(IP, Induced protein) o Proteina intermediaria clave (KIP, Key Intermediate
Protein) por Barnea y Gorski®. La vida media de la IP es corta, desapareciendo antes
de que se hava iniciado la sintesis generalizada de proteina y el crecimiento tisular en
respuesta al esteroide,

Baulieu et. al.* sugieren que el estradiol, ligado al receptor, se transloca al nicleo,
donde un namero limitado de complejos estradiol-receptor se unen de manera
especifica a los aceptores de la cromatina. Este pequefio niimero de moléculas activa
o desactiva un tnico gen (o un ndmero muy limitado de genes), y como resultado se
inicia la sintesis del RNAm de la IP. La 1P estimula la RNA polimerasa [ (insensible a
la @ -amanitina), que cataliza la sintesis de los RNA, y en dltimo extremo, de las
proteinas implicadas en el crecimiento uterino.

El papel central que desempeiia el hipotalamo en la diferenciacién sexual ha sido
bien documentado por numerosos estudios®, ¢, 7, cuyos resultados sugieren que la
diferenciacion sexual es mediada a través del genoma. El estradiol (derivado de la

testosterona por aromatizacion) se une a su receptor cimp]asmético‘ atraviesa la

* Este trabajo ha sido realizado con fondos procedentes del provecto n.2 4167 de la CAICYT.
In. Fac. Tet. Leon, 1082, 28, 200217,
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membrana nuclear, con lo que accede al material cromosémico disparando los
cambios cuantitativos, y/o cualitativos, en la sintesis de RNA y proteina que
conducen a la diferenciacién irreversible de los circuitos nerviosos que gobiernan el
comportamiento sexual y la secrecién de gonadotrofinas.

Aunque existe una diferencia bien clara e importante entre el hipotalamo vy
atero —en el Gtero los cambios provocados por la inyeccién de estradiol son
reversibles y en el hipotdlamo son permanentes— el papel positivo de la sintesis de
RNA y proteina en la diferenciacién sexual del hipotilamo ha sido claramente
demostrado por Salaman®, quien, usando inhibidores de la sintesis proteica y de
RNA, bloquea la androgeneizacién de las hembras tratadas con propionato de
testosterona.

En este trabajo se describen las investigaciones realizadas sobre la sintesis de
proteina en el hipotidlamo de ratas Sprague-Dawley tras la administracién de

testosterona durante el “periodo critico” para la diferenciacién sexual (dias 18-27
pPost concepcién).

MATERIAL Y METODOS

Reactivos quimicos

Los aminoacidos marcados *H-L-Leucina y 14C-L-Leucina, fueron suministrados
por New England Nuclear, Boston, Massachusetts (U.S.A.). El propionato de testos
terona (TP) por Sigma. Los restantes productos utilizados eran reactivo procedentes

de BDH, LKB, etc.
Material bioldgico

5 Se emplearon ratas Sprague-Dawley, que fueron inyectadas s/c (subcutaneamen-
e

e i . . i
l dia en que nacieron con 1 mg de propionato de testosterona en aceite de
cacahuete o con vehiculo solamente

Flempos tras la administracién de andr
nyecté i/p (inlraperitonealmente) 90

(controles) y se sacrificaron a diferentes
6geno. La 3H-L-Leucina (10 £Ci/animal) se
minutos antes del sacrificio.

n los experimentos de doble marca isot6pica (1*C/3H) los animales tratados con

ropio . ;
E Plonato de testosterona se inyectaron con #C-L-Leucina y los controles con
H-L-Leucina,

Cuantificqcig : .
ificacion de lq incorporacién de *H-L-Leucina en la proteina soluble total

Los animales se sacrifi

L caron por decapitacién cervical y el hipotalamo, resto del
cere

ro (masa encefilica menos hipotalamo), higado y suero fueron homogeneizados
en ' 2 el .

buna disolucién de EDTA al 0,05 %, se centrifugé a 15.000 xg., 10 minutos, y el
sobrenadante se mantuyo congelado hasta su utilizacién.
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La proteina soluble presente en el sobrenadante se precipité con acido
tricloroacético al 5% (tres veces), etanol y éter (dos veces) y, finalmente, se
deshidraté bajo N,.

El residuo seco fue redisuelto con NaOH 0,1 N, para la determinacion de proteina
(Método de Lowry)?. El resto se empleé para el recuento de la radiactividad, que se
efectud tras la adicion de 12 ml. de Insta-Gel en cada vial. Los resultados se
expresaron con C.P.M./mg. de proteina.

Medida de la incorporacion de la L-Leucina a proteinas especificas

Las ratas tratadas con TP o controles (vehiculo solo) fueron inyectadas con
14C.L-Leucina (tratadas) y 3H-L-Leucina (controles). Tras el sacrificio, se extrajo el
hipotilamo de ambos grupos y los tejidos se procesaron conjuntam'ente en las
operaciones siguientes. Los hipotilamos se homogeneizaron en una dxsolu(.:mn'de
EDTA al 0,05% en agua destilada, el homogeneizado se filtré y se (I:ent_rlfugo a
15.000Xg. 10 minutos y se recogié el sobrenadante libre del material lipidico de la
parte superior del tubo. Alicuotas de este sobrenadante se procesaron par:'a su
electroforesis en gel de acrilamida (5% de acrilamida) en presencia de SDS segiin el
método de Weber v Osborn!®. Una vez concluida la electroforesis, los geles se
cortaron en fraccio:;es de 1-2 mm. de longitud, que fueron depositadas en viales de
cuarzo. Se afiadié 1 ml. de NCS en cada vial y se digiri6 a 502C durante una nochfa.
Los viales se enfriaron, introduciéndolos 1 hora en una camara refrigerada; se afiadio
acido acético glacial (0,034 ul/ml. NCS) y 12 mls. de Ista-Gel, procediéndose
entonces a su recuento. La relacién 14C/3H se obtuvo calculando las cuentas
pertenecientes a cada isGtopo por el método del doble canal.

RESULTADOS

Incorporacién de 3H-L-Leucina en la proteina total tras la inyeccidn de TP

Tanto en los machos como en las hembras tratados con testosterona, aumenta el
ritmo de incorporacién de 3H-L-Leucina en la proteina soluble entre las 6y 12 horz.as
después de la administracion del andrégeno con respecto a los controles. Sin
embargo, el incremento en la tasa de sintesis proteica es inespecifica, ya que, ademas
del hipotilamo, el cerebro, higado y suero muestran una respuesta similar. Por
consiguiente, debe el aumento registrado atribuirse a la accién anabélica del
esteroide mas que a su accién androgeneizante.

Sintesis de proteinas especificas en el hipotdlamo de las hembras androgeneizadas

En principio, tratamos de identificar las proteinas sintetizadas «de novo» por

accién de la testosterona, comparando los electroforegramas de las proteinas
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Figura 1.—Elecyy,

obtenidos por ho‘:{:;“’:ls en gcl de acrilar.nida (5% de acrilamida) en presencia de SDS de los sobrenadantes
hembras tratadas ann?ll’zrfm(];n y cenlnfuga(.:léi? de hipotdlamos procedentes de hembras controles (A) v
o (B). La ﬂec.lfa md:'L:u la localizacién de la proteina cuya sintesis resulta

por la administracién de TP. Los geles se tifieron con Coomasie Blue.
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citosélicas del hipotalamo de ratas hembras de 1 dia de edad tratadas y controles. El
analisis electroforético de dichas proteinas siguiendo el método de "Weber y
Osborn'® demuestra la presencia de un pico correspondiente a una proteina de PM
43.000-45.000 daltons en los registros grificos obtenidos a partir de los geles en los
que se habia aplicado citosol de hembras androgeneizadas, que no aparece en los
pertenccientes a las hembras control (Fig. 1, A y B). Sin embargo, los resultados no
eran muy reproductibles, en gran medida debido a la insensiblidad del método
empleado.

Por ello decidimos poner a punto un método mucho més sensible, empleado por
Gorski et. al.3, 11, para el estudio de la sintesis de la IP en el ttero de rata tras la
administracion de estradiol. Es el método del doble marcado isotépico (**C/3H),
donde los animales tratados fueron inyectados con el aminodcido (Leucina), marcado
con 1*C y los controles con 3H. Para ello, los animales se sacrificaron a las 2,5 horas
de la inyeccién del andrégeno o vehiculo y los tejidos de ambos grupos fueron
homogeneizados y procesados conjuntamente. Tras la electroforesis, los geles se
cortaron eén fracciones de 1-2 mm. de longitud y se procedié al recuento de la
radiactividad.

En la figura 2 se muestra el resultado del recuento de la radiactividad para *H y
14C de un gel de acrilamida al que se habia aplicado muestra de tejido hipotaldmico de

20000 | | 2000
15000 1500
10000 | 1000
5000 ] | s00
CPM 3H--- ; ] ceu lo—

10 30 Fraccion n2

Figura 2.— Recuento de la radiactividad de las {racciones obtenidas por corte de gel al que se habia ;lplil:udu
muestra de hipotilamo de animales tratados (**C)-Leucina y controles (3H)-Leucina. El drea rayada
corresponde a las fracciones donde el cociente “C/3H se eleva (ver figura 3).
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hembras tratadas v control. Como puede observarse, existe una zona (drea ravad

“C/*H, que equivale a decir tratado/control, aparece un pico que corresponde a una

proteina recién sintetizada —o un grupo de proteinas de peso molecular semejante

en la zona de PM 40.000-45.000 daltons (Fig. 3).

14

Qo]

008

005

10 30 50 Fraccion n®

Figura 3. — Reluciin isotapica tratado (1C) /control CH) obtenida a partir de la radiactovidad delndaa 0
a 'H (figuru 2), caleulada por el método de conlaje en doble canal.

Fambién ¢ representa la curva de calibracion del peso molecular. La proteina patraon con la misma
movilidad clectroforética del pico es ovoalbinina (pm 13.000).

Con el fin de comprobar si la proteina era especifica del hipotdlamo, tomamos
muestras a partir del cortex cerebral —un tejido que no es capaz de transformar la
lestosterona en estradiol!? ¥, por tanto, no estd directamente implicado en la
diferenciacién sexual del cerebro—, que se procesaron del mismo modo que las
correspondientes al hipotalamo. El recuento de la radiactividad de estos geles revela
que las cuentas para '*CC y *H son superponibles (Fig. 4), y su relacion es lineal
(Fig. 5). 1o cual pone de manifiesto que, a diferencia del hipotdlamo, en ¢l cortex
cerebral de rata

no resulta estimulada nirlguna prot(-:ina por el tratamiento con
lestosterona,

DISCUSION

La administracién de propionato de testosterona a ratas recién nacidas induce la
sintesis de una proteina especifica en el hipotalamo. Sus propiedades electroforéticas

son semajantes a las de la IP elaborada por el Gtero tras la administracién de
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a)
donde las CPM de *C se disocian de las correspondientes a 3H. Al calcular la relacion

25000 4 I_I.OUO
20000 { | 3000
150004 5000
g 10000 | 1000
CPM H - , , cpm Me—
10 30 Fraccion n?

Figura 4.— Recuento de la radiactividad de las fracciones que se obtuvieron a partir del gel dolnde se anaFllD
sobrenadante de 15.000 xg. de cortex cerebral. Los animales tratados fueron inyectados con #C-L-Leucina
y los controles con *H-L-Leucina antes del sacrificio.

016 -

012
010 4

10 30 50 Fraccion n2

Figura 5.— Relacion isotopiea tratados (4C)-Leucina/controles (*H)-Leucina obtemida a partir de los datos

de la figura 4.
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estradiol, recientemente aislada por Jacobelli'?, pero piobablemente, y dado el
caracter permanente de los cambios inducidos por la testosterona en el hipotalamo. a

diferencia del ttero, donde son reversibles, la proteina sintetizada acttia mas como

una proteina reguladora que como una proteina intermediaria, tal como sugieren
Thomas y Knight!*. El hecho que sea sintetizada por el hipotilamo, pero que no sea
evidenciable en muestras procedentes del cortex cerebral apoya su participacion

en la diferenciacién sexual del cerebro, ya que su presencia se restringe
donde la testosterona puede

El encuadrar dentro del
de proteinas especificas

a un area
ser transformada en estradiol.

proceso de diferenciacién sexual del cerebro la sintesis

no es un argumento dificil de sostener, ya que la

diferenciacién sexual del SNC, al igual que la memorials, implica la estabilizacién
selectiva de determinadas sinap

Las proteinas sintetizadas seri
funcionales16

cerebro,

sis —y dicha estabilizacién tiene lugar por el uso—.
an la base molecular de los cambios morfolégicos y
que se operan en el hipotilamo durante la diferenciacién sexual del

RESUMEN

Se ha Investi

P gado la sintesis de proteina en el hipotilamo de ratas de un dia tras la
admini 16 : . . . i
stracion de propionato de testosterona, es decir, tras la androgeneizacion de

las mig ‘
o ma.us. No encontramos un incremento especifico del hipotdlamo en cuanto a la
© sintesis de proteina total

Procedimiento de doble mar

parte de |a testosterona de

se refiere. Sin embargo, mediante la utilizacién de un
ca isotopica, hemos podido detectar la induccién por
una proteina especifica en el hipotdlamo y que, sin

embar (8] .. "
89, No aparece en otros tejidos nerviosos, como el cortex cerebral. Probable-

mente se trata de una prot

descrita por Jacobelli en el 0

eina reguladora de las mismas caracteristicas que la
) tero de rata, ya que su peso molecular (43,000 daltons)
€5 semejante,

PROTEIN SYNTHESIS

IN NEWBORN RAT HYPOTHALAMUS AFTER
TESTOSTE

RONE PROPIONATE TREATMENT

SUMMARY

: poration for L-Leucine
"N newhorn female rats give
e induces 2.5 hours later a
olyacrylamide gel electrophor

In vive j ; .
I Incor into proteins of the hypothalamus was
- . ; ;

n testosterone. A single inyection of
specific protein, detectable by dodecyl-

sulphate.
Ulphate-p esis and double labeling (**C/*H) expe-

riments,

The i : i
Protein was not detected in cerebral cortex. Thus, its synthesis is stimulated
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only in areas critical to masculinization, found that is consistent with it role as a
regulator.
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