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Las hor mon as este roides mod ula n las funciones celulares de los tejidos «blanco», 
inte raccionando di rectamente con e l material genético. De acuerdo con los estudios 
rea lizados has ta e l momento presente 1, 2• 3 , la clave reside en el número de moléculas 
que, previa me nt e unidas a su receptor citoplasmático, son capaces de activar los 
lugares aceptares específi cos de la cromat ina. Esta asociación de los complejos 
hormona-receptor con la cromatina precede siempre a los cambios en la síntesis de 
RNA y prote ína que se observan tras la e xposición de los tejidos «blanco» a los 
este roides4, 5• 6 . 

En 1972, O ' MAl.t.EY y cols. 7 demostraron la capacidad de los complejos 3H
progesterona-recept or de l oviducto de pollo , de unirse «in vit ro» a la cromatina del 

mismo origen. Di c ha cromatina, a l incubarla con el esteroide-receptor se saturaba a 
un ni vel 3 a 9 veces s upe rior a l de la cromatina de otros tejidos que no son «blanco» 
de la progestero na. como e ritroc it o , bazo , corazón o pulmón2. Otros in vestigadores1, 

t rabajando e n e l mi smo laboratorio, ha n puesto de manifiesto que esta distinta 
sen s ibilidad a la progeste rona se de be a que e n la cromatina nuclear de los tejidos «no 
blanco», los aceptares se en c uentran bloqueados, enmascarados con proteínas 
cromosómi cas c u ya ex tracción secuen cial se traduce en un incremento del número 
de complejos 3 H-progesterona-receptor rete nidos por la misma. En estas condiciones, 
la especifi c idad ti sular de la interacción 3-H-progesterona-receptor con la cromatina 
se reduce. Es ta aparente paradoja se resuelve si consideramos la existencia de dos 

tipos de aceptares, c u ya presencia ha s ido ya puesta en evidencia «in vivo» por 
WEBSTEH y 5PEI.SBEHG2 • unos de baja afinidad -que se encuentran tanto en los 
tejidos «blanco» como «no blanco»- y otros de alta afinidad - exclusivamente de 
los tejidos- «blanco». 

Exi s te una correlación e ntre a mbos tipos de aceptares y el enmascaramiento por 
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distintos grupos de proteínas cromosómicas8• Cuando se e xtraen las hi ;- tonas se 
obtiene un aumento de lugares aceptores disponibles para la int e racrión. pe ro tanto 
en los tejidos «blanco» como «no blanco». Un nuevo incre mento se logra cuando se 
eluyen dos grupos de proteínas ácidas, las fracciones denominadas AP 1 y A P1 , s iendo 
en este caso, específico de los tejidos «blanco » y es que e n esta cromatina residual , 
donde las proteínas son reducidas has ta apenas un 5 % del original permanece otra 
fracción de proteínas ácidas, la AP3, que conti ene la mayor part e d e los aceptares de 
alta afinidad. La identificación de la fracción AP3 corno verdaderos aceptores d e a lta 
afinidad ha sido posible mediante el empleo de cromatinas híbrida s. Al transplan tar 
dicha fracción procedente de un tejido «bla nco» (oviduc to) a la cromatina de uno 
«no blanco» (bazo), esta última adquiere la capacidad de int eracción de los complejos 
3H-progesterona-receptor propia del oviducto 1, 7• 

En el trabajo que se presenta se estudia la interacción de los complejos 3H-proges
terona-receptor con la hipófisis , uno de sus tejidos «blanco» más característi cos, ya 
que en ella se modula la secrección de gonadat ropinas. También se aportan los 
resultados obtenidos empleando complejos 3H-progesterona-receptor d e origen 
hipotalámico. 

MATERIAL Y METODOS 

Material biológico 

Se emplearon pituitarias e hipotálamos de ovejas y carneros de raza churra de seis 
meses de edad, obtenidas a partir de animales en el matade ro. 

Los tejidos se extrajeron inmediatamente tras el sacrificio (máx. 30' después). 
Tras la decapitación se practicó un corte transversal en la zona occipital y se extrajo 
la masa encefálica a partir de la c ual se diseccionó el área correspondiente al 
hipotálamo de acuerdo con el protocolo descrito por BAHHACLOUGH, 1973 9 • Poste rior• 
mente se procedió a la extracción de la pituitaria, alojada en la s illa turca de l 
esfenoides. 

Los tejidos se mantuvieron a 0-4º C cuando se procesaron en fresco y congelados 
a -30° C si se almacenaban hasta su uso. 

Radiosiótopos 

El 3H-progesterona, 80-110 Ci/mmol (TRK 4 13) fue sumin istrado por The 
Radiochemical Centre, Amersham, Bucks (Inglaterra). 

Preparación de la cromatina 

Para la preparación de la cromatina de pituitarias se siguió e l procedimie nto 
previamente descrito por PEHHY y cols.10• Previamente a su h ornogenizac ión, las 



pituita rias se cl is tri bu veron en grupos de 8- 18 unidades (0,3-0,5 g cada una) de 

acu erdo con e l !-exo. 

l 'nión de In cromatina a la celulosa, según litman 11 

La croma tina se suspendió en tampón Tris/ CI H 6mM, pH = 7,5, conteniendo 
EDTA 0, 1 m !\11 , S03 H Na lmH y 2-mercaptoetanol 20 mM ; y se homogenizó 
le nta me nt e con 0.5-2 g de ce lulosa (Whatman CC--U ), tratada previamente con CIH 
I N, lavada con agua destilada y liofilizada. A continuación se centrifugó (es tas 
operacio nes se real izaron en cámara fr ía, a .i0 C). y el sedimento obtenido se liofilizó 

de nuevo. 
El liofili zado se su spe ndió en 30-50 mi de eta nol absoluto, man teniéndose en 

agitación el u ra II te 30 ' . tras lo cual fue expuesto a la I uz ultravioleta durante 1 O' a una 
dis ta nc ia de JO c m , mant en iéndose siempre en agi tación lenta. 

El e tanol se sepa ró por filtración y la cromatina-celulosa fue lavada con 300 mi de 
b uffe r T ri s/CIH 2 mM, pH = 7,5, conteniendo EDTA 0,1 mM, S0 3HNa l mH Y 
2-me rcaptoe ta n ol 20 mM . Tras la eliminación del buffer la cromatina-celulosa se 

liofilizó y se a lmacenó e n seco a temperatura ambiente. 

Preparación de los complejos receptor de alta afinidad (HA R)-3H-progeslerona 

Las hi pófisis y los hipo tálamos, se homogenizaron en buffer Tris/ CIH 10 mH, 
pH = 7,4, conte nie ndo sacarosa 0,32 M y 2-mercaptoetanol 100 mM con la ayuda de 
un ho mogenizado r de Potter . El homogenizado obt enido se cent rifugó a 105.000 xg 
dura nt e 90'. El sobre nada nte de esta última centrifugación constituye el citosol. 

Al 3 H-progestero na, una vez evaporado el disolvente que lo contenía con N2, se 
añ adió e l citosol, ma nteniéndose 90' en le nta agitación, tiempo necesario para la 

formación de los complejos 3H-progesterona-receptor. 
Los com plejos 3 H-progesterona-receptor se precipitaron con S0 4 (NH4) 2 saturado, 

pH = 7,2 a l 35 % de saturación , que se a ñadió lentamente por un espacio de 15'. Tras 
ma nt e ne r 30 ' e n agi tación la mezcla, se cent rifugó a 10.000 xg durante 15-20', Y los 
sedime ntos se a lmacenaron a -30º C. 

Previa m en te a su util ización, los sedime ntos se disolvieron en tampón Tris/ CIH 
5 mH de pH = 7,5 conten iendo CIK 0,15 M, EDTA 0,5 mM y 2-mercaptoetanol 
50 mM ; y se dia lizaron contra 300 mi del mismo buffer durante tres horas a 4° C, 
cam bia ndo tres veces e l tampón . El dializado se centrifugó a 10.000 xg durante cinco 
minutos, y se to maron a lícuo tas (50 µI ) pa ra la determinación de la radiactividad 

específica (c pm / m g de proteína). 

Extracción de La cromatina-celulosa, incubación de los complejos hormona-receptor con la 
cromatina y recuento de radiactividad 

Alíc u o tas de croma tina-celulosa, tres réplicas de 10 mg cada una, se hidrataron 
con una disoluc ión de EDTA 0 ,1 mM, S0 3 HNa l mM y 2-mercaptoetanol 20 mM en 



tampón Tris/CIH 2 mM, pH = 7,5, durante 30 minutos a 0-4º C. A continuac ión 
fueron extraídas con al menos 20 volúme nes de l buffe r de extracción co rrespon
diente y lavadas con tampón Tris/CI H 2 mM, pH = 7,5, con EDTA 0.1 111.\I (para la 
extracción de clorhidrato de guanidina) o con tampón Tri s / CI H 10 ml\L pH = 7 ,5 
(para la extracción con CINa y CINa + Urea). 

Los complejos hormona-receptor se incubaron durante 90 minutos ,·on las 
cromatinas extraídas, y los compl ejos radiac ti vos no unidos se e liminaron lavando 
tres veces con tampón Tris/CI H 2mM, pH = 7,5, EDTA 0,1 mM. Al sedimen to se le 
añadió 1 mi de NCS (solubilizador tisular) y se mantuvo a 37º C durante una h o ra. 
tras lo cual se añadieron 110 µI de CIH 6N. La mezcla se trans firi ó c uantita ti va
mente a viales de centelleo co~ tres lavados de 4 mi de lns tagel. Las muestras se 
contaron durante 10 minutos una vez que la temperatura se hubo estabi lizado. Pa ra 
el recuento se empleó un espectrómetro líquido de cent elleo, mode lo lnt e rt echnique 
SL-30. . 

Análisis químico de la cromatina-celulosa 

En las mues tras de cromatina-celulosa, tal como fue ron pre pa radas o extraídas 
con CINa/ Urea o con CIHGu, se det erminó su cont enido e n D NA prot e ína total, 
proteínas ácidas e histonas. 

La proteína se cuantificó por el método de LOWHY 12 , e mpleando seroalbúmina 
bovina (Sigma) como patrón pa ra las prote ínas ácidas y totales e his to nas de timo de 
ternera (Sigma, tipo 11-S) para las histonas. Las prote ínas totales se ex traj e ron co n 
NaOH 0,5 M a 37º C durante 60 minutos. Las his tonas fueron ex traídas con 
CIH 0,2 M a 20 C durante 30 minutos, y a continuación se ex traje ron las prot e ínas 
ácidas con NaOH 0,1 M a 370 C -durante 60 minutos. 

El DNA se determinó por el método de GILl::S & MYl::HS13, modifi cac ió n de l 
método de B UHTON14, utilizando DNA de timo de ternera (Sigma) como patró11. 

RESULTADOS 

Caracterización de los componentes del ensayo «in vitro» 

La tabla I muestra los resultados del análisis químico de las croma tinas empleadas 
en la interacción con los complejos 3H-progesterona-receptor. Se e xpresa e l 

TABLA 1 
Composición c¡uímic a de las c romatina,; t•mpleada,- r n ,•I t' ni;ayo «in vilro» 

Los dalos abajo expresados corresponden a la media de tres réplicas de 15-.10 rng cada una. 

ug/ mg de crurna1ina-cclulosa 

Fecha de preparación Protcí11a 1otal Hislonas Proteínas ác idas DNA 

20-febrero-79 21,80 5,00 11,80 4,63 
27-febrero-79 20,20 2,90 8,00 3,56 
20-enero-80 18, 10 6,90 10, 10 5,46 

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

P rolt'Í11a:--

I-I i!'tlo11as/ D :\ A ¡í1 ·1da:-. / I) ,'\ :\ 

1,07 
0,81 
1,25 

(1.04) 

2.s ,i 
2.2.i 
1,8:! 

(2.20) 



co ntenido en 0:--i:\, proteína total, histonas y proteínas ácidas, así como los cocie ntes 
his tonas/ D:\ .-\ y pro te ínas ác idas/ DNA. 

Los Ja to,; o bt enidos concuerdan con las determinaciones efectuadas por otros 
au tores . STEl\ 15• PEHHY y LÓPEZ (1978), que encuentran valores en torno a la unidad 
para la re lar ió n h is tonas/ D NA y de 0,5-2,5/ 1 para la de proteínas ácidas/ D NA, 
s imilan·s a los aportados po r nosotros () ,04 para histonas/ DNA y 2,20 para 

pro tc ína,- / D:\A ) . 
En cua nt o a l o tro compone nte del ensayo «in vitro», los complejos 3H-proges

tero na-n•<'t·pt o r . dic hos complejos se prepararon a parti r de hipófisis e hipo tálamos 
d e on"jas de seis meses de edad (véase tabla ll ). 

/ntrrarción d,• los complejos 311-progesterona-receptor co11 la cromati11a nativa 

Los complejos 3H-progesterona- receptor de hipófisis e hipotálamo se incubaron 
con las c ro m a t inas pre paradas, previamente hidra tadas con una disolución de EDTA 
O, J m i\1. SO., 11 :'<Ja I m i\ l y 2-mercaptoe tanol 20 mM en tampón Tris/CIH (pH = 7,5) . 
Tras e l larndo para e liminar los complejos no unidos, se cuantificó la radiactividad 

ligada a la c roma! i na-celulosa. Los resultados obtenidos (tabla II) muestran que la 

capac idad acepta ra de la cromatina de pitui ta ria simplemente hidra tada para los 

co mplejos 3 H-progcstero na- receptor es baja. 
Estos r es ultados nos mo \·iero n a someter , en los experimentos subsiguientes, a la 

acción de dife r e nt<'s agent es desproteinizantes con objeto de desenmascarar los 

lugares areptorcs. 

f:.fccto d e la r>xtrarció11 con C/Na y C!Na / Urea sobre la composició11 química de la 

cromatina y s 11 capacidad de interacción con los complejos 3H -progesterona-receptor 

A líc uo tas apropiadas de cromatina-celulosa se extrajeron con CINa 2M y con 

C lNa 2M seguid o d e> CINa 3 M + Urea 5M. En ambos casos el pH del buffer de 

e xtra<'c ió n se ajus tó a 6.0. 7,2 y 8,3. 
La ex tracció n con CINa 2M (fig. 1), que tiene por objeto deshistonizar la 

c r o m a tina. demos tró ser más efecti va a pH = 6,0 tan to en lo que a cantidad de 

hi s to nas rc mane nt P se re fiere, como en lo que hace relación al cociente proteína/ 
D NA. qu e es e l m ás bajo de los pH estud iados. 

Hespec- to a l p roced imie nto de e xtracción en dos etapas, primero con CINa 2M 

seguido d e CINa 3M + Urea SM (fig. 2), cuya final idad es eluir las proteínas ácidas 

e nmasraradoras (fra ccio nes AP1 y AP2), muestra ser más eficiente a pH = 7,2. De 

ac u e rdo co n f'Stos res ult ados, en los s ubs iguientes ex perimentos de interacción, la 

ex t racc ió 11 rnn ClNa 2M se e fectuó a pH = 6,0 y la correspondiente a CINa 3M + 
Urea S M a pH = 7.2. 

Al a na li za r la i11flue n cia de la e xt racción de la cromatina con ClNa 2M y CINa 

3 M + U r Pa SM so hre s u capac idad de int e racción con los complejos 3H-progesterona

rec:cpt o r , no se rc produj f' ro n los resultados de WEBSTl::H y col. (1976), quienes 

- :n7 -
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Figura !.-Efecto de l pH sobre la compos1c1on química del complejo cromatina celulosa (muestra: 
machos, 20-enero-80) extraída con el solvente C lNa 2M. 

P.T. - pro tc ínas tota les. 
H.- his tonas . 
A. I'. -proteínas ácidas . 
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Figura 2.-Efcc to de l pH sobre la compos1c1011 química del complejo c romatina celulosa (muestra: 
mac hos, 20-enero-80) extraída con el solvent e ClNa 3M + Urca SM. 

P.T. - protcínas to tales. 
H. - hi stonas . 
A. P. - prote inas ácidas. 
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e mpleando cromatinas de O\' iduc to de pollo logran un irH'rt0 nw11t o t·11 ,·1 11ú11wrn d l' 

complejos re te nidos al e lui r las his tonas y proteínas úc idas s111·, ·s i\'a1111·11 1t'. I-:11 los 

experim ent os por noso tros rea lizados, c uyos res ultados st· m Lw st ra11 ,·11 la fi¡!t rra :L 110 

co nseguimos exponer un núme ro de acepta res pa ra la i11t c ral'c ió 11 1'0 11 ,·I •·~t..roid,•. 

receptor, adi cional al ya exis te nte e n la cromatina hidra tada. 

Efectos de la ex/racción cvn C/IIG11 sohre la cvm posicirin q11ímica de la ,·mm,11i1111 , . s11 
capacidad de interacción con los complrjos 3 l/-pro¡:cs/l•rm111-n•n·ptor 

Al igual que e n e l caso de l CI 1a y Cll\a + L rea, la s cro ma tinas s1· ,•x trajnon ,·011 

molaridades de clorhidrato de gua nidina (CIHCu) de concentración n1•t·ie11tt• (0 \1. 
IM, 3M y 5.M). La composic ión química de la c roma tina res idual tras la t·xtra<'l' i<'rn s1· 

muestra e n la figura 4. Se obser va un descenso de la s prot e ínas úl' idas ~- tn tales a 

medida que se incre me nta la mo la ridad de la disol uc ió n de CI HCu. Las hi s to na:i por 

su parte, son extraídas prácti camente por comple to a co11ce 11t rac iu11f's dt• <:IHCu 
superio res a 3-4 M. 

Respecto a l conte nido e n D A, no se o bserva descen so a lg u no co 11 rl'lal'iúrr a la 

cromatina inicia l, hecho que es exte nsible ta mbi é n a la e xtracción co11 Cl l\;a \' 

CINa + Urea. Ello de mu estra que no hubo pérdidas d e c romatina dura 11t e la 

extracción y el lavado, y que la unión de l DNA a la matriz dl' <'P lulosa ful' 

satisfac toria en todos los casos. 

Al a na lizar la capacidad aceptora de la c romatina, m ed ian te la PxtracC'iún 

secue ncial de las prote ínas cromosó micas con CIHCu, he mos po dido co mprobar 

(figu ra 4) que e l núme ro de complejos 3 H-pruges te ro na-recept or unidos , St' 
increme nta correla tivame nte co n e l descenso de las his tonas y prot e ínas :'widas 

enmascaradoras (fracciones AP1 y AP2 de Spe lsbe rg). t::n la cro matina ex traída co 11 

CIHCu SM pe rs is te una fracción de prot e ínas ác idas (A i:\), s ie ndo 1·11 estas 
co ndiciones c uando la interacción 3H-progeste rona-receptor con la c romatina d1· 

hipófis is de oveja a lcanza s u valor más alto. 

Influencia del !ejido de procedencia del reccplor sobre s11 interacción con la cro11111/ina 

Au nque e n los expe rimentos de inte racc ión , c uyos resultados se muestran e n las 

figuras 3 y 4 se e mplearon indis tintame nte co mpÍejos 3 H-proges teron a-receptor de 

o rigen hipo fisario o hipo ta lámico, no s pareció conve nie nt e evaluar s i el tejido d1~ 
origen de l receptor pod ía influir e n los ni veles de int e racció n . Los resultados 

expues tos e n las figuras 5 y 6 pe rmite n a fi rmar que no e xis te n difere nc ias atribuibles 

a que el tejido de proceden cia del receptor sea hipófis is o hipo tá lamo de o veja. 

Ot ro hecho que puede deducirse de las figuras 5 y 6 es r¡ue la int e racció n 
3H-progeste rona-recepto r con la c romatina, es un proceso sa tura ble, c·orno lo 

de muestra e l que a l a ñadir ca ntidades c recie ntes de co mplejos ho rmo na-recept or 

aumenta pa ralelamente el número de complejos unidos, hasta que alcanzada una 

dete rminada con centrac ión de prote ína receptora (2,73 mg) result a imposible· logra r 
un incre me nto adi cio nal de 3 H-proges te rona-recepto r ligada . 
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Fif(ura :l.-Efe,.tu de la ,•xtracc iún ""º CINa 2!\I \" Cl:'-ia :l\l + l"ri·a 5 ~1 solirl' la int,·ran·iún d,·1 n ·n·pt1,r 
pruf(cs tcrona d ,· hipo túlamo c·on ,·1 nnnplcjo c romatina-celulosa d,· pituitaria d,· 11vido (mu,·s tra. :!0-
1·11,•ro-80) . 
\1tlt'~tras dt· cromati na-ct>lulosa des put·s dt• hidra1adas con t·I lampún 1·orn•:,;p1n11lil'lllt'. f111·ro11 d1•:,d1i:--toni 
zaclas .-011 Cli\a :!!\l. Otras rt'•plicas dcspu,·s d,· 1·xtra1•rlas rnn U\a :!!\I " ' 1,·s so1111·t ii'1 a 1111 d1•s,•11n,asi·a
rarui1·11to prot,·i,·o .-011 Cl\!a :l1\ I + l "n·a 5i\l. 
I~• li1wa + ______ + represent a ,·1 nin•I d ,· i111t·rac,· i1111 an t,·s 1·itudo. l,is rnlort·, d,· IJ:-.A ,. 
prol1•í11a / mµ d1• ,·nunalina-n·lulosa qttt' p1·nna11t·1·1·11 lil,!ado:-. a la malriz el,· ,·ro11rnt i11a-,·1•l11lo:-:a Ira~ 1~1 

1·xtn.t("ci(m. lamhil·rt tJ11t•tla11 n·fl1·jado:-- 1'11 la µr.lfi1·;1. 
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Figura -i. - l nter<HTi6n del rercplor hipu1a.l ,í111i"o Je progt:slrrona <'011 .-1 complejo ,-romalina-c·t· lulosa d1• 
pitui ta r ia de carrll'ro (mu estra, 20-i·ncro-80) !ralada con CIHCu ( •--•>-

Tres ri·plicas de 10 mg cada una, dcspuí·s ele hiclrataclas , se l'Xtraj,·ro n con di s ti11t as 111 o laridad1·s de 
U HGu ( IM v .'>M), a cont inua1·ión se incubaro n con 800 ul d,· ·1 H-prog1·s11·ro11a-rt•1·1·pt or (rarl ia1·t ividad 
espccífi,·a : 2,:! X 10·1 cpm/ mg prot,•ina) p reparados a partir de liipo t;íla 1110, d,· on·ja, , . carowros . 
cuantific.índ11s1· des pu í·s la racliar: ti \"irlad ligada. 
En i,sta gr.ífi1·a si· rc pri•si,n ta ta rnl,i,·11 1·1 r:ont ,·nido 1'11 l,istonas (0 _QJ . proteínas ,kidas (,& __ ,&) 
v D NA (* ---* l d1· la .-rorna tina-c,·lulosa rt·s idual dcspuí·s el,· la i,xtra,·,·i(,11 1·1111 CI IICu I v 5 1\1. A la 
izqui1:rda d1· la gr,ífi,·a :-,1• rnu c!-.:i lra una d,~c·lrofon~sis en gt·I dt• a<'rílamida ( IO 'i; ) d1• prolt·í~,a~ <Ít'idas 
ex tra ída:-. dt· la ,·nrnia riua. La elt:rlrofon·s is de prolt·Í11as ;íc-idas se rcalizú siµ.11i1·11do t•I 111t·1 oclo J,·st-ri to por 

\\"f:llf.11 y ( btlllH\ ( 19(,<J) . 
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,UI receptor pr•••••uona 

Fi¡:u ra 5. - Curva ti,· sal 11ració11 de la cromatina de pit11i1aria de Ó\'ido con los complejos 3H-progestcrona· 
n•ct·plor dt:'I mi:,;1110 origen. 
En ,·nsavo ,,. rt'alizó •·mplcando muestras de cromatina-celulosa (mac ho, 1-marzo-79) extraídas primero · 
con CINa 2~1 (ph = 6) v pos teriormente con O Na 3M + Urca 5M (pH = 7,2). El contenido en DNA da 
cada muestra fue Je 22 µg. 
w radiacti\'idad específica del complejo 3H-progesterona-receptor empl~ado en este experimento fue de 
2A X 10' rpm / mg proteína. 
l~1s !,arras ,·,•r1i.-alcs rcprescnlan d rango de valores obtenidos en los ensayos efectuados por triplicado. 

3 

JJI receptor pro9uteron1 

Fi¡;ura (i. - Currn d,· satura.-ió n d e la uomatina de pituitaria de óvido 1·011 los complcjos 3 H-prugcstcruna• 
n·n·plor. pnwt-dentt•:,; d,· hipulálamos. 
El n,mplejo '1·1-prn¡;,•s lt·rtrna •rcceptor empleado en es ta cur\'a de sat11ració11. se ohturn de hipotálamos de 
animales dt• la misma edad y especie . 
!\ltws t ras d,· ero ma l ina-,·,·lulosa (macho. 1-marzu-79) dcsp11í·s de hidratadas c-011 e l tampón correspon
tli,·nt l'. s,· t•xtrajnon prinwro con CIHCu 11\·1 y pos teriormen te con CI HCu SM. l~1s muestras extraídas se 
i11n1baru11 con ,·1 l'IHHpl cjo .lfl -progcs terona -rcccptor (radiac tividad específi ca: 0.55 X 105 cpm/ mg de 
prol(·Í11a). 

l.i rad ia,·li \'idarl li¡;ada. Iras la inn,ba.-ión v el lavado, se c-11a 111ificó en un contador de centelleo. 



Interacción de los complejos progesterona-receptor con fo cromfltinfl !lflti1 ·fl , . extraída 
con Cll/Gu 

Una vez determinadas las condicio nes óptimas de int e racción «1n \' ilru» de los 
complejos 3H-progesterona-receptor con la cromatina, pron·Jimo,- a ,·\·al uar el 
número de lugares de interacción para dichos compl ejos. lanlu los disponibles 
directamente en la cromatina hidra tada como los que se e nc ue ntran t"n111ascarados 
por proteínas cromosóm icas, demos trables mediant e la elu c ión progrt·s i\·a dP dichas 
proteínas bloqueadoras. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11, donde e ncontramos que la 
extracción con CIHGu ya permite e l acceso de un núme ro de receptores 1.6 \·eces 
superior al observado en la cromatina hidratada. P ero es la ex tracció n con CIHCu 5M 
la que logra exponer la mayo r parte de los aceptores, como lo de muestra el 
incremento de complejos retenidos por la cromatina (2A \'Cccs s upe rior a la 
hidratada). De nuevo comprobamos (tabla 11) que el tejido de proced e nc ia de l 
receptor no influ ye sobre la interacción , lo cual co rrobora los datos obte nidos 
anteriormente. 

DISCUSION 

Los resultados del estudio de la interacción de los complejos 3 H-progesterona
receptor con la cromatina de hipófisis de oveja o bt e nidos por noso tros, confirman las 
conclusiones alcanzadas por o tros autores, responsabilizando de una mane ra 
preponderante a la composición de la cromatina de los dis tintos ni veles de 
interacción con los complejos progesterona-receptor (2, 10). W EBSTEH y co l s. ( 1976). 
estudiando «in vitro» la inte racción de los complejos 3 H-proges lerona-receptor con la 
cromatina de oviducto de pollo, encuentran que mientras en la c romatina nativa 
únicamente el 30 % de los aceplores se hallan disponibles para la int e racción, la 
elucción de las his tonas permit e la exposición de cas i un 40 % , en ambos casos 
referido al total de lugares observables al ex traer las prot e ínas ácidas e nmasraradoras 
(100 % de sitios disponibles). Estos resultados son equiparables a los obtenidos por 
nosotros, donde la cromatina hidratada presenta un 40 % de lugares de int e racc ió n y 
la deshistonizada un 60 % respecto a la extraída con CIHGu 5M. 

No obstante, el número de complejos 3H-progesterona-rece ptor un idos después 
del desenmascaramiento de la cromatina, es inferior a los descritos por PEHHY y 
Lól'l-:i'. (1978) para hipotálamos de ovejas y por WEBSTEH y cols. ( 1976) con oviducto 
de pollo, en ambos casos se utilizaron los mismos sistemas libres de células empleados 
por nosotros. 

Resulta imposible argumentar, en este sentido , que la cromatina de pituitaria de 
óv ido se comporta como un tejido «no blanco» por las siguie ntes razones: )) La 
cromatina hidratada presenta un alt o porcentaje (cerca del 40%) de aceptares 
ex pu estos, lo cual contras ta con los datos aportados po r WEBSTEH para la cromatina 
de bazo (sólo el 6 % ), 2) a l ex traer las prote ínas ácidas enmascaradoras (Al-' 1 y APJ 



st• oli lil'll<' 1111 inc remento sus tancial del número de aceptores titulables, y 3) la 
i11t l'ra«Tiú 11 c romatina de hipófisis/ progesterona-receptor es un proceso saturable, 

h echo que dt· mu estra que los acepta res cuantificados por nosotros son de alta 

afi nidad. específi cos de los tejidos «blanco ». 
Pensamos que más bien estas dife rencias deben ser de tipo fi siológico, cuya 

i11f111P11 cia e n la inte racción es te roide-receptor con la cromatina ha s ido reconocida2
. 

En lo 4uc s í hay una plena coincidencia entre la mayoría de los grupos de 
in,·es tigadores me ncionados , y en este sentido nuestros experimentos vienen a 

corroborarlo. es atribuir a un grupo de proteínas ácidas de la cromatina (concreta
me nte a la fracción AP3) la responsabi lidad de la int eracción esteroide-receptor con 

la cro matina. Esta fra cción estaría constituida por proteínas de bajo peso molecular y 
serían por tanto las responsables del anclaje del receptor a la cromatina con a lta 

afinidad. 

RESUMEN 

Se ha estudiado la inte racción de los complejos 3H-progesterona-receptor co n la 
cro matina de hipófis is de óvido. La capacidad aceptara de dicha cromatina en estado 

nativo es baja, ya que aproximadamente el 60 % de los lugares de interacción se 

en cue ntran bloqueados por histonas y prote ínas ácidas enmascaradoras. La despro

teinizac ión parcial de la cromatina permite el acceso de un número adicional de 

complejos progeste rona-receptor. 
El número máximo de complejos unidos a la cromatina se obtiene cuando en ésta 

sólo permanece unido a l DNA una fracción de prote ínas ácidas (AP3), a la que se 
a tribuye di cha capacidad aceptora. 

THE BINDING OF 3H-PROGESTERONE-RECEPTOR 
COMPLEXES FROM SHEEP PITUITARY 

AND HYPOTHALAMUS TO SHEEP PITUITARY 
CHROMATIN 

SUMMARY 

Chromatin isolated from nucle i of sheep was li nked to cellulose in u .v. light. The 

saturation binding of 3 -labelled progesterone-receptor complexes, prepared by (NH.1) 2 

S04 prec ipitatio n from the IOS:000 xg s upernatant of pituitary and hypothalamic 

cytoso l, was the n mes ured. The binding of labelled receptor complexes to chromatin 
inc reased aft e r re moval of histones and masking acidic proteins. The progeste rone
receptor complex acceptor siles appeared to be associated with a fraction of 

chromosomal nonhistone proteins, termed AP3 • 
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