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• Este trabajo forma parte de un plan desarro llado conjun1nmcntc por las C:itcdrns de Tccnologiu y Bioquimica de los ;\ limcntos de 
las Fa(·u l1adcs de Veterinaria de León y C;iccrcs quc tiene como objc1ivo profundizar en los mecanismos fisiológicos por los que 
los cstcroidcs regulan el crecimiento) la composición de la canal con visrns a su manipulación hormonal. 

INTRODUCCION 

Los esteroides gonada les desempeñan un impo rtante papel en la regulación de los pro
cesos fi sio lógicos que tienen lugar en sus tejidos «blanco» o «diana» (Gorski y cols., 
1976). Entre d ichos procesos se encuent ra la diferenciación sexual del cerebro, donde 
por acció n de la testosterona a nivel del hipotá lamo durante una eta pa precoz del desa
rro llo (e l « periodo crít ico») se establece un modelo de conexiones nerviosas di ferente a l 
desarrollado en ausencia del andrógeno (McEwen. 1976). Esta masculinización 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 composición de la 
cana l más magra (Ba rraclough y cols., 1974; Perry y col.. 1979). 

Si n embargo, e l proceso de androgeneización «fisio lógico» (bajo la acción de la testos
te ro na segregada po r los testículos del macho) o «arti fic ia l» (administrada a la hembra 
por v ía s ubcutánea) no es bien conocido a nivel subcelular. Actualmente se piensa q ue la 
eta pa clave reside en el número de complejos esteroide-recepto r que interaccio nan con 
los co m po nentes del núcleo y más concretamente con la cromatina. activando determi
nados genes (McEwen, 1976; MacLuski y col. . 198 1; Ventanas y cols .. 1986). Existen 
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discrepancias entre quienes afirman que la acción and rogeneizante de la testosterona se 
debe a la propia hormona «per se» y quienes sostienen que es consecuencia del cstradio l 
derivado de ella por aromatización (Fox, 1975; Naftol in y cols .. 1975), aportando los c i
tados autores sólidos a rgumentos tanto en uno como en otro sentido. Nosotros, en pub li
caciones anteriores (López y cols., 1985) hemos estudiado la interacción de los comple
jos 3 H-estradiol-receptor con la cromatina del hipotálamo de ratón macho y hembra a l 
final del «periodo crítico» (siete días de edad). Continuando en esta línea, 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, q ue justificarían la participación directa del andró
geno en la inducción del modelo masculino. 

MATERIAL Y METO DOS 

La obtención del material biológico y radiactivo, así como la preparación de la croma
tina , su unión a la celulosa y el análisis químico de la cromatina-celulosa. se realizaron 
tal como hemos descrito en publicaciones anteriores (López y cols. 1985). 

Preparación de los complejos J H-1es1os1erona recep1or 
Tras la extracción del hipotálamo, q ue siempre se realizó dentro de los 15 minutos 

posteriores al sacrificio, se procedió a la homogeneización de los mismos en un buffer 
con Tris-CI H 10 Mm, pH 7.4, sacarosa 0.32 M y 2-Mercaptoetanol 100 mM. Tanto la 
homogeneización como las operaciones posteriores se realizaron a temperaturas de 
0-4°C. El homogeneizado se centri fugó de nuevo a 105.000 xg durante 90 minutos. El 
sobrenadante de esta última centrifugación constituye el citosol. 

La 3 H-testosterona, una vez evaporado el disolvente que la contenía con N 2 • se incu
bó con el citosol durante 90 minutos para permitir la formación de los complejos 
3 HTestosterona-receptor. Los complejos se precipitaron con SO 4 (NH 4 }i saturado. pH 
7.2, a l 40 % de saturación. Tras mantener 30 minutos en agitación la mezcla se centrifu
gó a 10.000 xg durante 15 minutos y el sedimento fue a lmacenado a - 30°C. 

Inmediatamente antes de su empleo, los sedimentos se resuspendieron en tampón 
T ris-C I H 5 mM, pH 7.5, conteniendo C 1 K 0. 15M, EDT A 0.5 mM y 2-mercaptoetanol 
50 mM; y se dializaron contra el mismo buffer. El dia lizado se centrifugó a 10.000 xg du
rante 5 minutos y previamente a su incubación con la cromatina se tomaron las corres
pondientes alícuotas para determinar la radiactividad específica (CPM/ mg proteína). 

El protocolo seguido para la extracción de la cromatina-celulosa y su incubación con 
los complejos 3H- hormona receptor ya ha sido descrito con deta lle en trabajos previos 
(Perry y cols., 1978; López y cols. , 1985). 

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodeci l sulfato sódico (SOS) 
se realizó de acuerdo con la metodología descrita por Weber y Osborn ( 1969). 
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RESULTADOS 

Dado el reducido número de lugares aceptores en la cromatina disponibles para la 

interacción con los complejos 3 H-esteroide-receptor en condiciones fisiológicas (Webs
ter y cols .. 1976). su cuantificación exige la extracción previa de determinadas proteínas 
enmascaradoras. Para ello. se prepararon varios lotes de cromatinas-celulosa a partir de 
los núcleos celulares obtenidos por centri fugación en gradiente de sacarosa de los homo
geneizados de tejido hipotalámico (Figura 1 ). El análisis químico de las cromatinas reve
ló la ausencia de contaminación por otras fracciones subcelulares, como lo demuestra la 
relación Histonas/ D NA que se mantuvo siempre en valores próximos a la unidad; lo 
cual coincide con los datos aparecidos en la bibliografía consultada (Stein y cols. , 1975; 

Perry y cols .. 1978). 

f· ig. 1.- \ IÚ f<·,,, di' /11pn1ú/a111n di' rm1i11 ¡1un/ic adm ¡,orcc111ri/11gm um c·11 ~md1t·111cdc ,a,anHa fx /IJIJOJ . 

. \ ranir d1..· lo, hornogc 11ci1at..lus de 1cjido hipolal:imko se.· purilican lo:-. niidcos ..-clularc, . como los que :-.e muc:Man cn la 
111,,.:ro101ogr;1li.1. q1h: po..,1aiorrrn.·11 tc fueron util i1a<lo, par.1 l,1 preparación tk la rromatina. En todos los 1:a:-os. d sedimento 

ll lK·lcar ~ 1..• oh,cn ú al 111icro:>cop10 en frc:>co cun ohjcto c.k c.k,c:.in.1r lo, c.·ontaminaJo.,, l'On otros org,inulos. S1..• apn:dan tam~ 

h,t:n ri.::--10, 1.k mat1.·rial nlu.·kar (lli:l·h;1) pro1..·l'lkn11.·:-. de nln:k·tb fragml.'ntado, por d medio hipcrtóniro (:--ar a rosa 1. 7M ). 
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Al someter las cromatinas-celulosa a una ext racció n secuencial de la~ protl'inas u111 

clorhidrato de guanina (Cl HGu) en el rango 0-7 M observamos (Figura :2 !\) que._., co n
tenido en histonas desciende rápida mente, siendo ya indetectables a partir ck 5 M . Ta 111-

bién las proteínas ácidas se e luyen progresivamente en los intervalos estudiado:,. ob!L'
niéndose tres fracciones que denominamos A P 1 (a la e l uída con C I HG u I M ). ,\ P 2 (a la 
el uída con I M - 5 M) y AP 3 (a la e luída con 5 M - 7 M) por asimilar ~u nomcnc la t ura a 
la empleada por (Webster y cols., 1976). El D A permaneció constante. por lo qul' dc
muestra que la desproteinización de la cromatina por e l C I HGu fue altamente sclcct i, a . 

La capacidad de interacción de las cromatinas- celulosa. extraída:, con CI HGu com o 
se indica en e l párrafo anterior con los complejos-' H-testosterona-1-ccL'ptor se muest ra 
en la figura 28. La separación de la cromatina de las histonas y proteínas éÍc idas cnrna~
caradoras (fracciones AP I y AP 2 ) se traduce en un incremento próxi mo a l 100 % en el 
número de lugares aceptares disponibles. La subsiguiente extracción con C I HG u 7 M. 
que eluye la fracción AP3, reduce el número de complejos ho rmo na-recept o r uniuos 
hasta valores próximos a la cromatina nat iva. 
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El descenso de la capacidad de interacción de la cromatina tras la extracc1on con 
C I HGu 7 M revela que ha sido desprovista de sus aceptares, encontrándose éstos por 
consiguiente incluidos en la fracción AP 3 . Con el objeto de realizar una identificación 
preliminar de las referidas proteínas aceptaras. la fracción AP 3 fue analizada mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 3) de acuerdo con el método descrito por 
Weber y Osborn ( 1969) comprobándose que la fracción AP 3 es en sí misma heterogénea, 
con dos proteínas mayoritarias de peso molecular de 16.000 y 18.000 Daltons. 

Igualmente se ha investigado el carácter saturable o no de los aceptares de la cromati
na. Gorski y cols. ( 1976) afi rman al respecto que los verdaderos aceptares se caracterizan 
por encontrarse en una cuantía limitada y por tanto saturable, a diferencia de otros luga
res de int eracción inespecíficos cuyo número es prácticamente ilimitado. 

Para ello se incubaron alícuotas de I O mg de cromatina-celulosa extraída con C I HGu 

Fig. J.- 1~·1<'ctr0Ji,n•\i, c·n ge/ ele' ¡wliacrilamida dt• la fh1cdán . I P j · 

La fracción AP,. e luida de la cromatin;1 en el rango 5-7M de ll t-lGu. trn!i- una diálisis exhaustiva con1r;1 .1g.ua lkstilada. se 
anali,ó medi:11Úl· c kctrofrm:sis en gel de poliarrilamida (5- 15 1

"• de l·on1.·cntr.1ri0nl <.·n ¡m.·~cnt·ia de SOS 1.k acul·rdo i:on 
\V¡:h1.·r) 0 ..;horn ( 1969). 
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5 M con cantidades crecientes de complejos 3 H- T estosterona-receptor (ligura 4 ). Se 

cuantificó el número de complejos unidos resultando que una vez alcanzados determina
dos niveles de interacción, a pesar de seguir aumentando la can tidad de comp lejos -1 H
testosterona añadidos, no se logra incrementar los retenidos en la cromatina . La satura
ción de los aceptores se consigue con valores del orden de 3 mg de proteína receptora. 

DISCUSION 

Los resultados obtenidos conlirman las conclusiones de los estudios real izados 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 e l sentido de que e n la 
cromatina nativa únicamente un reducido número de aceptores se ha lla n disponibles 
para la interacción con los complejos hormona-receptor. La e lución de las histonas y de 
las proteínas ácidas enmascaradoras (fracciones AP I y AP 2) permite la exp osición de 
nuevos lugares de interacción. En nuestro caso la cromatina hidratada representa e l 45 % 
de los lugares de interacción y la desh istonizada el 60 % respecto a la extra ída con 
C IHGu. 

Este increme nto en e l número de sitios con respecto a la crom atina inicial es caracte 
rístico de los « tejidos blanco» com o ha n puesto de manifiesto Klyzsejko-Stcfanowicz y 
cols. ( 1976) al estudiar la interacción de la 3 H-testosterona con la c romatina de próstata. 
páncreas e hígado. Los citados autores e ncuentran que sólo e n el caso de la crom atina de 
próstata. de entre los tejidos estudiados, la extracción de las histonas y determinados gru-

-260-



pos de proteínas ácidas se traduce en un mayor número de lugares de interacción dispo
nibles . 

La presencia de verdaderos aceptores fue confirmada posteriormente por el carácter 
saturable de la interacción y porque tras la extracción de la fracción AP 3 tiene lugar un 
descenso notable de la capacidad aceptora de la cromatina, indicativo de que ha sido des
pro,·ista de sus aceptores específicos. 

Las i m pi icaciones de este hecho pueden ser de gran trascendencia desde el punto de 
, ·ista de la diferenciación sexual del cerebro; la presencia en la hembra de aceptores para 
los complejos .1 H- testosterona-receptor garantiza el acceso de la testosterona al mate
rial genético y por consiguiente la sensibi lidad del hipotálamo de la hembra a su acción 
moduladora. Es más, habida cuenta de que el citoplasma de las células hipotalámicas 
poseen receptores de alta afinidad para la testosterona (Fox, 1975) la masculinización 
del sistema neuroendocrino depende en exclusiva de la presencia de testosterona en el to
rrente circulatorio. procedente de los testículos o administrada a partir de una fuente 
cxógena . 

RESUMEN 

Se ha investigado la interacción «in vitro» de la cromatina de hipotálamo de ratón 
hembra con complejos J H-testosterona-receptor del mismo origen. La capacidad acep
tora de la cromatina nat iva es baja. pudiendo incrementarse hasta un 100 % mediante la 
extracción de las histonas y determinadas proteínas ácidas. La posterior elución de la 
rracción AP 3 conduce a un descenso de l número de complejos hormona- receptor liga
Jos por la cromat ina. 

Los resu ltados obtenidos sugieren que la cromatina de hipotálamo de ratón hembra 
con tiene verdaderos aceptores para los complejos 3 H- testosterona-receptor, hecho que 
pueden tener importantes implicaciones desde el punto de vista de la diferenciación se

xua l de l cerebro. 

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

FEMALE MICE 

SUMMARY 

The satura tion b ind ing of -1 H- labelled testosterone-rcceptor complexes with hypot
ha lamic c hromatin offemale mice was mcasured «in vit ro» in 0. 15 M KC l. 
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After the histones AP I a nd AP 2 proteins were removed, the residua l chrom at in frac
tion (D NA + A P 3 ) exhibited receptor afTinity 200 %, that of the na ti ve hypotha lamic 
chromati n. However, the binding afTinity for t he (3 H)-testosterone recepto r complex 
was markedly decreased after the removal o f AP 3 p roteins. T his suggest that the hypot
halam ic chromatin of female m ice contains «speci fi c acceptor proteins» for (-' H }

testosterone-receptor complex. 
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