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Es un hecho reconocido y aceptado universalmente que !as hormonas esteroides 

segregadas durante las etapas críticas fetal o perinatal, influyen en los modelos de 

comportamiento sex ual y crecimiento. Las hormonas esteroides segregadas por las 
gónadas y la corteza de las glándulas adrenales, son transportadas vía sanguínea a 
todo el cuerpo, estimulando sólo a ciertos tejidos («tejidos blanco»), que poseen 
moléculas prot eicas citosólicas denominadas «receptores». Una vez dentro de la 
célula «blan co», la hormona esteroide interacciona con los receptores específicos 
formando el complejo hormona es teroide-receptor; estos complejos son activados 
mediante un proceso temperatura dependiente, translocándose posteriormente al 

núc leo . 

La int e racción específica del complejo hormona esteroide-receptor con los 
component es del núcleo es otra de las e tapas dentro del mecanismo de acción de las 
hormonas este roides 1, 2, 3 apoyada por numerosos datos experimentales. No obstante 
la naturaleza del componente nuclear, denominado «aceptor», resulta difícil de 
de terminar. Todos los trabajos realizados en este sentido sugieren que una fracción 
de proteínas ácidas de la croma tina es la responsable de la interacción de las 
hormonas esteroides a nivel nuclear4

• 

Son dive rsos los trabajos en los que se ha estudiado la interacción del complejo 

estradiol-receptor con cromatinas procedentes de tejidos blanco de diferentes 

especies animales5
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En el presente trabajo se estudia la interacción del complejo 3H-estradiol-receptor 
con la c romatina de pituita rias de ovejas y carneros. 
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MATERIAL Y METODOS 

Material biológi co. -

Se emplearon pituitarias e hipo tálamos procedent es de ovejas y ca rn eros de r aza 
churra, de aproximadamente seis meses de edad. 

Kadiosólopos. -

El 3 H-estradiol, 85-110 Ci/mmol (TRK 322) fu e sumi nis trado por Hadioch em ical 
Centre Amers ham Bucks (Inglaterra). 

Preparación de la croma! ina. -

Se siguió el protocolo descrilo por PEBHY y Ló PEZ (1978) 6 , trabajando con 
hipotálamos de óvidos de la :nisma especie y edad qu e los nu estros. 

Uni ón de la cromatina a la celulosa.-

Se realizó s iguiendo el método propuesto por LITMAN ( 1968) 11 • 

Las cantidades de celulosa añadidas variaron con e l número de pituitarias 
empleadas en cada cromatina (1 pituitaria/ 0,13 g de celulosa). 

Preparación de los complejos 3H-eslradiol-receptor. -

La obtención de los complejos JH-es tradiol-receptor se realizó siguie ndo el 
método descrito por FEHNÁNDEZ (1984) 12• 

Análisis del complejo cromatina-celulosa.-

1 Y) /:'xtmcción <Í<' prol<'Ílla.~ totales, proteínas rícidas <' histonas. 

a) Proteínas totales 

Las proteínas totales del complejo cromatina-celulosa fueron extraídas en 
presencia de NaOH O,SN. El sobrenadante que las contenía se neutralizó con ClH 
O,SN. 

b) Histonas 

Se ext rajeron con ClH 0,2N, s iguiendo la téc nica de MAHUSHIU: and BüNNEH 
(1966) 13• 



c) Protf'Ínas ácidas 

La extra cción de proteínas ácidas se realizó a partir de los sedimentos 

deshi s tonizados some tiéndoles a un nuevo proceso de extracción con NaOH 0,lN 
(Sl'EISBEHC y col s .. l 976) 14. 

2.°) /Jt'tt·m1i11<ffÍIÍ11 d<' pmll'Í11as totales. ácidas, lti.-to11as y D.\'.·/ . 

a) La determinación de proteínas totales, ácidas e histonas se realizó siguiendo 
e l mé todo de Lcl\\'l{Y y col. (1951) 15, empleando como proteína standard seroalbú
mina bovina (para proteínas to tales y ácidas) o histonas procedentes de núcleos de 

timo de ternera (en e l caso de la determinación de histonas) . 
b) La de te rmin ación del D NA se realizó según la técnica de GILES & MYl::HS 

(1965) 16 , modificación de la reacción de difenilami na de BIJHTON (1956)1 7 • 

Extracción de la cromatina-celulosa, incubación de los complejos hormona
rereptor con la r ro ma tina \' recuent o de la radiacti\'idad.-

Alícuotas de cromalina-celulosa una vez hidralada, se extrajeron con el buffer 

correspond ie nte que cont enía clorhidrato de guanidina como agente caotrópico, a 

dis tintas con centraciones siguie ndo e l procedimiento descrito por FEHNÁNDEZ 

(1984) 12. 

Las cromatinas extraídas se incubaron con los complejos estradiol-receptor 
sigu iendo la técni ca de PEHHY y LóPEZ6 • 

Para e l co ntaje de radiactividad se empleó como líquido de centelleo lnstagel 

(Packard) . 

Análi s is químico de las pro te ínas cilosóli cas.-

Las prot eínas c itosólicas se de terminaron siguiendo el método de Lowry/ D.O.C. 

mod ifi cad o de BENSADOUN y WEINSTEIN (1976) 18. 

RESULTADOS 

Caracterización dt' los cornponenlcs del ensa~·o « 111 vit ro».-

En la labia I se presentan los valores, en µg / mg de cromatina-celulosa, de 

proteína tota l, prote ína ácida, his tonas y DNA de las mueslras de cromatina 
e mpl eadas e n la interacció n con los complejos 3H-estradiol-receptor. También se 

muestran las re laciones histonas/D NA y proteínas ácidas/ O NA. Los datos obtenidos 

pa ra estos valores, son similares a los de otros autores que han empleado sistemas de 

purificación de núcleos y preparación de cromatinas semejan les a las muestras. 
Los compl ejos 3 H-estradio l-receptor , se obtuvieron a partir del sobrenadante 



TABLA I 
Composieión quími,·o .t .. los t'romolinos 1·111 p lPo <lu~ 1•11 1·1 <'n~u , o « in , ilro» 

Los dalos abajo expresados co rres ponden a la media d,· In·, r,·pli,·a, d,· l.'i-:lO 111µ ,·a.fa """ 

Fecha dt· pn-¡)arac·il111 l'ru1t•ír1a l olal lf i!<ol1111 a:-- Pro1t•í11a:- (wid,1-.. IJ\ .\ 

1-marw · 79 8.-~ 1,:3 4A 2.2 
:30-enero· 79 15 2 ,.~ 6,66 2.2:l 
20-febrero-79 21,8 :, 11.8 -k6:l 

MEDIA .. .. .. ...... . . . . .... . . .. . ... . . . ..... . .... .... . 

0.()0 
1.07 
1.07 

(0.H:l) 

l 1r1 , lt· Í11.l-. 

: .. ,d ., .. 1)\ \ 

·) 

:.!.•>H 
:2 . . -d 

(:2.'iO) 

resultante de la centrifugación a 105.000 xg durant e 60 minutos. tras la h omogeniza
ción del tejido hipotalámico y del tejido de pituita ria de ovejas y carneros (ver 
Material y Métodos), determinándose la radiactividad específi ca expresada e n 
cpm/ mg proteína (véase tabla 11). 

Condiciones óptimas para el ensayo «in vitro ».-

Una vez obtenidos los dos componentes del e nsa yo «in vitro», se estudi ó la 
interacción entre cromatinas simplemente hidratadas con buffer EDTA O, 1 mM, 
S03 HNa lmH y 2-mercaptoetanol 20mM en tampón Tris/CIH (pH = 7 ,5) , con los 
complejos 3H-estradiol-receptor. Tras un lavado para elimina r los complejos n o 
unidos, se cuantificó la radiactividad ligada a la c romatina-ce lulosa (tabla 11). 

Posteriormente, se determinó el e fecto de diferentes agentes caotrópicos sobre la 
acción desenmascarante de los lugares acepta res de la cromatina para e l compl ejo 
3H-estradiol-receptor : 

A) Efecto de La extracción con CLNa y CLNa/ Urea sobre La composición químira de La 
cromatina y .rnhre su i11tcracci611 con los complejos ]ff -e.~tradiol-rec<'plor. 

Muestras de cromatina-celulosa, después de hidratadas, se e xtrajeron e n una 
primera etapa con ClNa 2M (pH = 6) con el fin de deshis tonizar la cromatina. Una 
posterior ex tracción con ClNa 3M + Urea 5M (pH = 7,2) fue realizada para e limi nar 
las prote ínas ácidas enmascaradoras. 

Una vez extraídas con los agentes caotrópicos an teriormente c itados, se procedió 
a su incubación con el complejo 3H-estradiol-receptor con el objeto de analizar la 
influencia de la extracción sobre el grado de interacción. Los resultados se muestran 
en la figura 1, donde puede observarse que tras las extracciones no se obser va un 
incremento de la capacidad aceptara de la croma tina extraída para e l complejo 
ensayado. 

La concentración de DNA permaneció estable t ras la ex tracción, lo q ue 
demuestra que no hubo pérdidas de cromatina en la fase de ex tracción. 



:=e 

-= 

L 

ó 
in -X o X -

~~ ~S. 
e o 

ó ó 

x §' x ~ 
t=S::::2. 
ó o 

X X 

ó 

X ~ o ,,.,s 
N 
ó 

s 

ó 

X 



Se determinó también el con tenido en proteínas totales e his tonas desput'.·s de 
cada extracción (fig. 1). 

B) Efecto de la extracción con ClHGu sobre la composición química de la cromatina y 
su reflejo sobre la irileracci<Í11 con los complejos 3 /l-estradiol-rr·ccptor. 

Al igual que en el caso de la extracción con ClNa y ClNa + Urea, a líc uotas de 
cromat ina-celulosa, tras ser hidratadas, se extrajeron con ClHGu I M y 5M. 

A dife rencia con el agente caot rópico anterior, la deshis ton ización fue pnícti ca
mente total a la concent ración 5M, y el descenso de proteína ácida fue cons ide rable
men te mayor. 
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Figura l.-1:Jeclo de la cxlracción con CINa 2M y CINa :lM + l'rca 5 M so hre la in lcrar,·ión del rer<·plor 
cs lradiol de piluilaria con el co mplejo crumalina-cclulosa de p i1 11 ilar ia ele oveja (mucslra :lO-marzo -79). 
Mueslras ele crumal ina-celulosa elespuí·s de hidra1adas con el !a mpón corrc sponelicnlc. fueron el cshi sloni 
zadas con CINa 2M. A olras n'plicas dcs1J11(·s ele la ex lracr:iún co n CI Na 2 M s,· las S<>1111·1 ió a un 
de,,enmascaramie nlo pro1.-ico co n CI Na :lM + Urca .:; M. 
La linea + ____ + represen la el nivel de in leracció n anles cil ado. 
Los valores de ONA y prulcina / mg de crumalina-cclulosa 'I"" pcrrna111,i·en ligados a la malriz d,· 
,·romal ina-cf' lulosa Iras la cxl ra<-ción. tambi(·n queda n rt·íl('jados Pfl la gr,ífi('a, 



El re fl ejo de la co mposic ión química de las cromatinas, una vez extraídas sobre la 
int e racción de las mismas con los complejos 3H-estradiol-receptor se traduce, en es te 

caso, e n un incre me nt o considera ble del número de complejos re tenidos (fig. 2). 

En la fi gura 3 se muestra un histograma representativo de la efectividad del 
CINa/ ClNa + Urea y CIHGu e n el desenmascaramiento de los acepta res nucleares 
cro ma t ínicos pa ra los com plejos 3H-estradio l-recept or de origen hipotalámico. 
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Figura 2. - lnl c racción del rcccplor h ipotalámico de es1radiol con el complejo cromal ina-celulosa de 
pi l u ila ria d ., carnero (muesl ra . l-marzo-79) !ralada co n CIHCu <• --• ). 
T res rÍ'plica s de 10 mg cada una. después de hidratadas. se exlrajeron con disl inlas molaridades de 
CII-IC u ( l l'\'I y 51\1), a continuación se incubaron con 760 1 dr 3 H-esl radiol-receptor (radiacti vidad 
espec ífica: 0 ,84 X 10' cpm/ mg proteína) preparados a partir de h ipotálamos de ovejas y carneros. 
cuantifidndose, después, la rad iaclividad ligada. 
tn esta gr Mira se represen ta también el con le n ido en h is tonas ( Q _ Q). prote ínas ácidas (Á_Á) 
y D NA <*- --*> de la cro ma tina-rclulosa residual. despu.:•s d r la extracción con IM y 5M. 
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Figu ra 3.-His tograma representativo de la efectividad del CI Na/CINa + l 'rPa v CIH C 11 t•n rl 
d~senm_ascaramiento de_ los aceptores nuclea res cromatíni cos para los complejos ' H-.;s t radio l-n·,·,·¡,to r 
l11pota lam1co (rad1actn•1dad específica : 0,84 X 10' cpm / mg p roteína) . . _ 
Li muestra (1-marzo-79) se somet ió a una ex tracción paralela con CINa 2 M (pH = 6) / CI Na :ll\l + l r l'a :,1,I 
(pH = 7,2) y CI HGu IM/CII-IGu 5M. 

En la figu ra se expresa la cantidad de hormona radiacl iva que pe rmanece ligada Iras la hidralal'ión (a). la 
desl11s loni1.ación (b), y el descnmascaramien lo (e) con los agcn lcs caol rópicos a nt es c- ita d os. 

Int eracción de los complejos 3H-estradiol-receptor con la cromatina ex traída 
con ClHGu 

Una vez conocidas las condiciones más efi caces de desproteinización por los 
agentes caotrópicos ensayados y el efecto de esta extracción de la cromatina sobre la 
interacción con los complejos 3H-estradiol-receptor, se estudió el carác ter saturable 
de esta interacción. 

Para ello se evaluó el número de lugares aceptores para los complejos estradio l
receptor en la cromatina extraída con el clorhidrato de guanidi na SM, es decir, 



c ro ma tina en la que se han e luido progresivamente las proteínas cromosómicas 
enmascaradoras . Los resu ltados obtenidos se muestran en la figura 4. 

En la tabla 11 se mu estran los resultados obtenidos a partir de los estudios de 

int e racc1on de los complejos 3H-est radiol-receptor con diferentes cromatinas ex
traídas con CIHGu a difer en tes concentraciones. 

DISCUSION 

Los r esul tados obtenidos a través de los experimentos realizados sobre la 

interacción del complejo estrad iol-receptor de origen hipofisario e hipotalámico con 
la cromat ina 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 e mpleando sistemas de ensayo «in vitro» semejante al nuestro. Estos 
inves t igadorcs6
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Fig ura •k-Currn de sa luración de• la i111eracció11 enlrc el co1t1plejo 3 H-cs1radiol-rcccplor oblcnido de 
piluilaria dr Ó\'id o con la cromalina del mismo origen. 
Mues lras d,. croma1i11a c,•lulosa (hembras . 20-febrcro,79) se hidra1aro11 ron el !ampón corrcspondic111 e )' 
sr cx1rajrro11 : primero con CIHCu I M )' dcs pu,·s con CIHCu 5 ~1. L.1s 1t1ucs lras ex imidas s,· inrnharun con 
e l cu mpl<'ju 3 1-1 -,·s lradiul-n'rcpl or (rarliaclividad <'Spccifica IA3 X 105 cpm / mg proleina). 

Post rriorrncnlc se cuan lificó la radiaclividad ligada. 



química de la cromatina e n lo que a s u capacidad de inte racc ió n co n los complejos 
estradiol-receptor se refiere. 

En el s istema libre de células empleado po r n osot ros, se ha n utilizado co mo 
agentes caotrópicos : ClNa y mezclas de ClNa/Urea , y po r o tra pa rl e. c lo rhidrat o de 

guanidina. Los resultados, referidos al núme ro de co mplejos unid os a la <' ro ma tina 
una vez desenmascarada po r los agent es de extracció n ant es cita<los son. u pe ri o res en 
el caso del clorhidrato de guanidina. Estos resultados son o pu estos a los o bt e nidos 
por PEHHY y Ló PEZ (1978) trabajando co n cromatinas de hi pot á la mos de c'ividos que 
encuentran mayor eficacia, en lo que a s u capacidad despro le inizanl e se refi e r e . e n e l 
Cl Na Y ClNa + Urea que en el ClHGu . Sin embargo. s í son coin cide nt es con los de 
otros autores (S PI::LSBEHG y col. , 1976; LI::\'Y y co l., 1972). 

Los valores obtenidos por nosotros, en lo que a radiac ti vidad específi ca se re fi e re 
para el complejo estradiol-receplor, son similares a las present adas por PEHHY Y 
LÓPEZ (1978) con cromatinas de óvidos y diez veces superio res a los o bt e nidos por 
VENTANAS (1982) con cromatinas de hipo tálamos de rat o n es d e s ie te días , 
atribuyéndose esta diferencia al es tado inmaduro de lo::; ratones e mpl eados, rlado 9 11e 

es un hecho bien conocido que el número disponibl e de reccplorcs ca mbi a con la 
edad Y el estado fisiológico (WI::BSTl::H y col. , 1976) 23. 

En lo que s í hay acuerdo unánime entre la mayoría de los in ves tigadores e n est e 
~ampo, Y que nuestro trabajo viene a corroborarlo , es en respo nsahilizar de la 

mterac~ión del complejo estradiol-recept or con los aceptores de la c ro matina.ª una 
determmada fracción de proteínas cromosómicas (fracci ón AP3 ) y que correspo nden 
ª aquellas proteínas de bajo peso molecular qu e permanece n tras la ex tracció n con 
ClHCu 5M (SPI::LSBEHG y col. , 1976) 14 • 

El máximo de interacción entre los complejos estradiol -receptor y los acept o res 
de la cromatina, coincide con la e lución de his tonas y prot e ínas ácidas e nmascara 
doras (AP¡ Y AP2)- Este proceso de interacció n presenta caráct e r saturable corno se 
demuestra en la representación gráfica a l obtenerse una c ur va as int ó tica . 

RESUMEN 

. S~ h~ estudiado la interacción de los complejos 3H-estradiol-recept o r de o rigen 
hipofisano e hipotalámico con la cromatina de hipófisis de ovejas y carneros. 

, La desproteinización parcial con clorhidrato de Cuanidina (ClHGu) in cre me nt a el 
n~m_ero de complejos 3H-estradiol-receptor re tenidos po r la croma tina. E l número 
maximo de complejos unidos a la cromatina se obtiene cuando la deshis tonización es 
total Y sólo permanec·e unido al DNA una fracción de prote ínas ácidas (A P3) a la que 
se le re b·1· d 1 • spo nsa I iza e a capacidad aceptora de la c romatina. 

La int eracción del complejo 3H-estradio l-receplo r con la cromatina desprot e ini
zada fu e saturable. 

SU MMARY 

We have studied the binding of 3H-eslradiol-receplo r comple xes fr o m pi1ui1ary 



and h vpot ha lamus to pituitary chromatin of male and female sheep. Binding 
increa,;erl when the acceptor sites are unmasked with guanidine hydrochloride. 

The higher binding was obtained after removal of histones and masking acidic 
protPins. Tht> binding of 3H-labelled oestradiol-receptor to unmasked chromatin was 
sal urablt> . 
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