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* Este trabajo forma parte de un plan desarrollado conjuntamente por las Ciitedras de Tecnologia y Bioquimica de los Alimentos de
las Facultades de Veterinaria de Leén vy Ciceres que tiene como objetivo profundizar en los mecanismos fisiologicos por los que
los esteroides regulan el crecimiento y la composicion de la canal con vistas a su manipulacion hormonal.

INTRODUCCION

Los esteroides gonadales desempefian un importante papel en la regulacién de los pro-
cesos fisioldgicos que tienen lugar en sus tejidos «blanco» o «diana» (Gorski y cols.,
1976). Entre dichos procesos se encuentra la diferenciacion sexual del cerebro, donde
por accion de la testosterona a nivel del hipotdlamo durante una etapa precoz del desa-
rrollo (el «periodo critico») se establece un modelo de conexiones nerviosas diferente al
desarrollado en ausencia del andrégeno (McEwen, 1976). Esta masculinizacion del siste-
ma neuroendocrino se traduce, aparte de sus implicaciones en la esfera reproductiva y
sobre el comportamiento. en un mayor ritmo de crecimiento y en una composicion de la
canal mas magra (Barraclough y cols., 1974; Perry y col., 1979).

Sin embargo, el proceso de androgeneizacion «fisioldgico» (bajo la accion de la testos-
terona segregada por los testiculos del macho) o «artificial» (administrada a la hembra
por via subcutdnea) no es bien conocido a nivel subcelular. Actualmente se piensa que la
etapa clave reside en el niimero de complejos esteroide-receptor que interaccionan con
los componentes del niicleo y mids concretamente con la cromatina, activando determi-
nados genes (McEwen, 1976; MacLuski y col., 1981; Ventanas y cols., 1986). Existen
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discrepancias entre quienes afirman que la accion androgeneizante de la testosterona se
debe a la propia hormona «per se» y quienes sostienen que es consecuencia del estradiol
derivado de ella por aromatizacion (Fox, 1975: Naftolin y cols., 1975), aportando los ci-
tados autores solidos argumentos tanto en uno como en otro sentido. Nosotros. en publi-
caciones anteriores (Lopez y cols., 1985) hemos estudiado la interaccion de los comple-
jos 3 H—estradiol-receptor con la cromatina del hipotdlamo de raton macho y hembra al
final del «periodo critico» (siete dias de edad). Continuando en esta linea, en el trabajo
que se presenta se investiga la presencia de aceptores en la cromatina de la hembra para
la propia 3 H-testosterona—receptor, que justificarian la participacion directa del andro-
geno en la induccion del modelo masculino.

MATERIAL Y METODOS

La obtencidén del material bioldgico y radiactivo, asi como la preparacion de la croma-
tina, su union a la celulosa y el andlisis quimico de la cromatina—celulosa, se realizaron
tal como hemos descrito en publicaciones anteriores (Lépez y cols. 1985).

Preparacion de los complejos 3 H—testosterona receptor

Tras la extraccion del hipotdlamo, que siempre se realizé dentro de los 15 minutos
posteriores al sacrificio, se procedid a la homogeneizacion de los mismos en un buffer
con Tris—=C1H 10 Mm, pH 7.4, sacarosa 0.32 M y 2-Mercaptoetanol 100 mM. Tanto la
homogeneizacion como las operaciones posteriores se realizaron a temperaturas de
0—4°C. El homogeneizado se centrifugd de nuevo a 105.000 xg durante 90 minutos. El
sobrenadante de esta ultima centrifugacion constituye el citosol.

La 3 H-testosterona, una vez evaporado el disolvente que la contenia con N, se incu-
bo con el citosol durante 90 minutos para permitir la formacion de los complejos
3 HTestosterona-receptor. Los complejos se precipitaron con SO, (NH ), saturado, pH
7.2, al 40 % de saturacion. Tras mantener 30 minutos en agitacion la mezcla se centrifu-
g6 a 10.000 xg durante 15 minutos y el sedimento fue almacenado a -30°C.

Inmediatamente antes de su empleo, los sedimentos se resuspendieron en tampdn
Tris—=C1H 5 mM, pH 7.5, conteniendo CIK 0.15M, EDTA 0.5 mM y 2-mercaptoetanol
50 mM; y se dializaron contra el mismo buffer. El dializado se centrifugé a 10.000 xg du-
rante 5 minutos y previamente a su incubacion con la cromatina se tomaron las corres-
pondientes alicuotas para determinar la radiactividad especifica (CPM/mg proteina).

El protocolo seguido para la extraccion de la cromatina—celulosa y su incubacién con
los complejos 3H-hormona receptor ya ha sido descrito con detalle en trabajos previos
(Perry y cols., 1978; Lopez y cols., 1985).

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico (SDS)
se realizd de acuerdo con la metodologia descrita por Weber vy Osborn (1969).
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RESULTADOS

Dado el reducido numero de lugares aceptores en la cromatina disponibles para la
interaccion con los complejos # H-esteroide-receptor en condiciones fisioldgicas (Webs-
ter y cols.. 1976), su cuantificacion exige la extraccion previa de determinadas proteinas
enmascaradoras. Para ello. se prepararon varios lotes de cromatinas—celulosa a partir de
los nuicleos celulares obtenidos por centrifugacion en gradiente de sacarosa de los homo-
geneizados de tejido hipotaldmico (Figura 1). El analisis quimico de las cromatinas reve-
16 la ausencia de contaminacion por otras fracciones subcelulares, como lo demuestra la
relacion Histonas/DNA que se mantuvo siempre en valores proximos a la unidad; lo
cual coincide con los datos aparecidos en la bibliografia consultada (Stein y cols., 1975;

Perry v cols.. 1978).

Fig. L= Niicleos de hipotetamo de rarin purificados porcentrifugacion en gradiente de sacarosa tx 10005,
A partir de los homogeneizados de tejido hipotalimico se purifican los nucleos celulares. como los que se muestran en la
microfotogralia. que posteriormente fueron utilizados para la preparacion de la cromatina, En todos los casos. ¢l sedimento
nuclear se observa al microscopio en fresco con objeto de descartar los contaminados con otros organulos. Se aprecian tam-
bien restos de material nuclear (Mecha) procedentes de nicleos fragmentados por ¢l medio hipertonico (sacarosa 1,7M).
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Al someter las cromatinas—celulosa a una extraccion secuencial de las proteinas con
clorhidrato de guanina (CIHGu) en el rango 0-7 M observamos (Figura 2A) que ¢l con-
tenido en histonas desciende rapidamente, siendo va indetectables a partir de 3M. Tam-
bién las proteinas acidas se eluyen progresivamente en los intervalos estudiados. obie-
niéndose tres fracciones que denominamos AP (a la eluida con CIHGu | M). AP- (ala
eluida con 1 M -5 M) y AP, (a la eluida con 5 M — 7 M) por asimilar su nomenclatura a
la empleada por (Webster y cols., 1976). EIl DNA permanecio constante. por lo que de-
muestra que la desproteinizacion de la cromatina por el C1HGu fue altamente selectiva.

La capacidad de interaccion de las cromatinas—celulosa. extraidas con C1HGu como
se indica en el parrafo anterior con los complejos * H-testosterona—receptor se muestra
en la figura 2B. La separacion de la cromatina de las histonas v proteinas dcidas enmas-
caradoras (fracciones AP | v AP,) se traduce en un incremento proximo al 100 % en ¢l
numero de lugares aceptores disponibles. La subsiguiente extraccion con Cl1HGu 7 M.
que eluye la fraccion AP3, reduce el nimero de complejos hormona-receptor unidos
hasta valores proximos a la cromatina nativa.
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Fig. 2= Efecto de ta extraccidn con CIHGU OM=7M) sobre la composiciin gudmica de ta cromating v i cdpacrdad de inicrac oon

con loy complejos £ H=testasterona receproy
Las proteinas celulares se extrajeron con un buller que contenia CIHGU OM. 1M, 5M v 7M. Endatieura 2 A se representa el
porcentaje de histonas (9. proteinas dcidas (H) y DNA (@) que permanceen en el residuo de cromatina=celulosa tras la ex-
traccion. En la 2B, ¢l numero de complejos 3 H-w‘&lu\lcn.m:!—rccumor que hga la cromatina tras Lr extraccion con C L HGu o
las molaridades citadas expresadas como CPM mg de DNA

Las barras verticales representan ¢l rango de los valores obtenidos en muestras por triphicado

El n." de complejos unidos a la cromatina extraida con SM cs estadisticamente diferente (P < 0.05)al de Ly hidratada
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El descenso de la capacidad de interaccion de la cromatina tras la extraccidon con
CI1HGu 7 M revela que ha sido desprovista de sus aceptores, encontrandose éstos por
consiguiente incluidos en la fraccion AP;. Con el objeto de realizar una identificacion
preliminar de las referidas proteinas aceptoras, la fraccion AP fue analizada mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 3) de acuerdo con el método descrito por
Weber y Osborn (1969) comprobdndose que la fraccion AP es en si misma heterogénea,
con dos proteinas mayoritarias de peso molecularde 16.000 y 18.000 Daltons.

Igualmente se ha investigado el cardcter saturable o no de los aceptores de la cromati-
na. Gorski y cols. (1976) afirman ai respecto que los verdaderos aceptores se caracterizan
por encontrarse en una cuantia limitada y por tanto saturable, a diferencia de otros luga-
res de interaccion inespecificos cuvo niimero es practicamente ilimitado.

Para ello se incubaron alicuotas de 10 mg de cromatina—celulosa extraida con CIHGu

Fig. 3.= Elcctroforesis en gel de poliacrilamida de la fraccion AP
La fraccion APy eluida de la cromatina en el rango 5-7M de C1HGu. tras una didlisis exhaustiva contra agua destilada, se
analizd mediante clectroforesis en gel de poliacrilamida (5-15 % de concentracion) en presencia de SDS de acuerdo con
Weber y Oshorn (1969),
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Fig. 4.— Curva de saturacion de la cromatina de hipotalamo de raton hembra incubada con complejos j[{_“.\_,,,\“-,mm receplos

5 M con cantidades crecientes de complejos 3 H-Testosterona-receptor (figura 4). Se
cuantifico el nimero de complejos unidos resultando que una vez alcanzados determina-
dos niveles de interaccion, a pesar de seguir aumentando la cantidad de complejos 3 H—
testosterona afiadidos, no se logra incrementar los retenidos en la cromatina. La satura-
cion de los aceptores se consigue con valores del orden de 3 mg de proteina receptora.

DISCUSION

Los resultados obtenidos confirman las conclusiones de los estudios realizados ante-
riormente por Webster y cols. (1976) trabajando con cromatina de oviducto de pollo y
por Klyzsejko-Stefanowicz y cols. (1976) con prostata de rata, en el sentido de que en la
cromatina nativa inicamente un reducido ntimero de aceptores se hallan disponibles
para la interaccion con los complejos hormona-receptor. La elucidn de las histonas y de
las proteinas dcidas enmascaradoras (fracciones AP, y AP,) permite la exposicion de
nuevos lugares de interaccidn. En nuestro caso la cromatina hidratada representacl 45 %
de los lugares de interaccion y la deshistonizada el 60 % respecto a la extraida con
CIHGu.

Este incremento en el nimero de sitios con respecto a la cromatina inicial es caracte-
ristico de los «tejidos blanco» como han puesto de manifiesto Klyzsejko-Stefanowicz v
cols. (1976) al estudiar la interaccion de la 3 H-testosterona con la cromatina de prostata,
pancreas e higado. Los citados autores encuentran que s6lo en el caso de la cromatina de
prostata, de entre los tejidos estudiados, la extraccion de las histonas y determinados gru-
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pos de proteinas dcidas se traduce en un mayor niimero de lugares de interaccion dispo-
nibles.

La presencia de verdaderos aceptores fue confirmada posteriormente por el cardcter
saturable de la interaccion y porque tras la extraccion de la fraccion AP, tiene lugar un
descenso notable de la capacidad aceptora de la cromatina, indicativo de que ha sido des-
provista de sus aceptores especificos.

Las implicaciones de este hecho pueden ser de gran trascendencia desde el punto de
vista de la diferenciacion sexual del cerebro; la presencia en la hembra de aceptores para
los complejos ¥ H-testosterona—receptor garantiza el acceso de la testosterona al mate-
rial genético y por consiguiente la sensibilidad del hipotalamo de la hembra a su accién
moduladora. Es mds, habida cuenta de que el citoplasma de las células hipotaldmicas
poseen receptores de alta afinidad para la testosterona (Fox, 1975) la masculinizacién
del sistema neuroendocrino depende en exclusiva de la presencia de testosterona en el to-
rrente circulatorio, procedente de los testiculos o administrada a partir de una fuente
exogena.

RESUMEN

Se ha investigado la interaccion «in vitro» de la cromatina de hipotélamq de raton
hembra con complejos 3 H-testosterona—receptor del mismo origen. La Capamda‘d acep-
tora de la cromatina nativa es baja, pudiendo incrementarse hasta un 100 % mediante la
extraccion de las histonas y determinadas proteinas dcidas. La posterior elucion df" la
fraccion AP conduce a un descenso del nimero de complejos hormona-receptor liga-
dos por la cromatina. ;

Los resultados obtenidos sugieren que la cromatina de hipotdlamo de ratén hembra
contiene verdaderos aceptores para los complejos * H-testosterona-receptor, neghogde
pueden tener importantes implicaciones desde el punto de vista de la diferenciacion se-
xual del cerebro.

THE BINDING OF 3H-TESTOSTERONE-RECEPTOR
COMPLEX TO HYPOTHALAMIC CHROMATIN OF
FEMALE MICE

SUMMARY

The saturation binding of * H-labelled testosterone—receptor complexes with hypot-
halamic chromatin of female mice was measured «in vitro» in0.15 M KC1.
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After the histones AP, and AP, proteins were removed, the residual chromatin frac-
tion (DNA + AP.) exhibited receptor affinity 200 %, that of the native hypothalamic
chromatin. However, the binding affinity for the (3 H)-testosterone receptor complex
was markedly decreased afier the removal of AP, proteins. This suggest that the hypot-
halamic chromatin of female mice contains «specific acceptor proteins» for (3 Hy
lesloslerone—receptorcomp!ex.
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