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ANTECEDENTES

En el mecanismo de accidn de las hormonas esteroides parti-
cipan uns serie de eventos entre los que destacan por su
importancia: %) el libre paso del esteroide al interior de
1a c&lula, 2) Ya unidén a un receptor especifico en el e1-
toplasma celular, 3) el transporte de este receptor al in-
terior del nicleo, 4) su unién al DNA, §5) la sintesis de
RNA polimerasas y de RNA mensajero, de transferencia y ri-
bosomal, y &) 1a sintesis de proteinas especificas a nivel
citoplasmatico 9que van a elercer el efecto biolégico de la
hormona esterotde en cuestidn (Fig. 1). Los receptores

para hormonas esteroides son moléculas cuya funcidn es 1a
de ser mediadores de 1a accidn hormonal y se localizan en

el citoplasma de las células efectoras. Los receptores son
moléculas de naturaleza protéica, por o tanto, termollbi-
les y no resisten a la accién de las proteasas. 5u peso mo-
lecular Se encuentra entre 250,000 y 350,000, con un coe-

ficlente de sedimentacidn entre 7 y 9 unidades Svedberg.
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Después de l; difusion a) interior de la cé&lula, el estercide
se une en una reaccisn de equilibrio & su receptor, en forma
reversible, constituyendo un complejo no covalente de alta
afinidad. Con Ya unidn de la hormona, el receﬁtor sufre una
"trasformaci6n® hacia una confornacibn que es capazr de unirse
al DNA. La activecidn o trasformacidn es un proceso irrever-
sible que results en 1a estabilizacidn de ta unién del gluco-
corticoide y capacita al receptor para trasladarse al nicleo
y poder unirse asf a1 DONA. La interaccién con €1 DNA resulta
en una activacién, o represidn, espectfica de genes que son

regulados por glucocorticoides, para su transcripecidn {(1-6).

La mayor informacidn existente respecto al receptor para glu-
cocorticoides es en diversos tejidos animales (7-19), lo que

ha permitido la caracterizacitn de algunas de sus constantes
fisico-quimicas, El1 receptor para glucoecorticoides 3e ha es-
tudiado en algunos tejidos humanos como placenta, linfocitos

y glindulas suprarrenales;: sin embargo, en nuestro conocimiento
s6lo existe un estudio de tejido cerebral con minima y confusa
informacidn sobre hip6fisis {20-23). El1 conocimiento del recep-
tor para cortisol en hipéfisis humanas reviste particular inte-
rés por ser esta glindula uno de los sitios mds importantes
donde se¢ ejercen los finos mecanismos de retroalimentacién so-
bre ACTH, a fin de mantener 12 homeostasis en 1os niveles sé-

ricos del corttsol (18,24,25}.



En los estudios tn vitro de los receptores, el esterpide se une
en forma especifica a'1a proteina receptora, pero también puede
unirse a cuslquier otra proteTna o molécula {carbohidratos, gra-
sas, ett.) inespecificamente, por 16 tante 10 criterios para
ta tdantificacidén de un receptor son: 1) capscidad de ynibn
itmitada,.~- Indica gue existe uﬁ nimers limitado de sitios para
unir el esteroide y por 1o tanto es un sistems saturable. Los
estudios de saturabilidad se llevan a cabo exponiendo al recep-
tor a concentraciones crecientes del esteroide radtactive y mi-~
diendo 1a cantidad de estercide unido y Tibre una vez que se ha
laogrado el equilibrio de ta resccidn; 23 alta afinidad.~ Las
cantidades fisfolfgicas circulantes de esteroide son muy pe-
quefias {entre 10-10 ¥ 10-8 mol/L}), por la tanto los receptores
deben poseer uns nlita afinidad para su respectiva hormona. La
unisn que se establece entre hormona y receptor en une reaccidn
de equiltbrio, es débil, no covalente y reversible, por 1o cua}l
es una unidén desplazable, Ests caracteristica se utiliza en

el and1isis de Scatchard, ponfendo a competir & la hormona mar-
cada isotdpicamente con excescs de hormonz na marcads, por las
s$1tios de unién de los receptores., A través de este estudio
podemocs conocer las constantes de afinidad del conmplejo hormons-
receptor; 3) alta especificidad,.- £V receptor es altamente
discriminativo, por lo que une solamente 2 una hormona especi-
fica con carascter{sticas quimicas bilen definidas, A este res-

pecto el cortisol es una molécula esterpidal de 21 &tomos de



carbono cuyos grupos quimicos (OH)} ubicados en los carbonos 17,
21 y 11 tienen un papel determinante en cuanto al reccnocimiento
del receptor especffico. Esta especificidad permite a una cé-
Tuta efectora responder a una sefial hormonal sin interferencia
de otras seflales; sin embargo._la estereo-especificidad no es
absoluta, ya que el sitio de unidn en el receptor tiene una ca-
pacidad 1imitada para el reconocimiento y diferenciacion de 1i-
gandos parecides a su hormona primaria y por 1o tanto sinilare;
en su estructura quimica. Estos ligandos funcionan como ago-
nistas o antagonistas y pueden competir por un mismo receptor,
mientras que no afectan otros sistemas de receptores. La espe-
cificidad se determina mediante estudios de desplazamiento,

utili1zando excesos crecientes de diversas hormonas “frfas" (2,5).

Para analizar 1a naturaleza de los receptores citoplasmicos, se
han utilizado una serie de métodos. Estos métodos diferencian
al receptor especifico de alta afinidad y baja capacidad, de la
unidén inespecifica a otras moléculas que tiene baja afinidad
y alta capacidad -no saturable-. Para el estudio de 12 unidn
hormona-receptor, se incuba una preparacidn con una concentra-
cidn constante del receptor y con concentraciones varjables de
1a hormona tritiada, que cubran un margen de 0.1 a 10,0 veces
la mitad de 1a concentracidn de saturacisn, La hormona y el
receptor interactian para formar un complejo hormona-receptor

de acuerdo con 1a ley de acctidn de masas, La unidpn.especffica
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se grafica en el eje de las ordenadas y la concentracifin de
hormona libre en el eje de las abscisas. Cuando se alcanza
1a saturacién del receptor, 1a unidn espec{fica adopta una me-
seta, origindndose una hipérbola rectangular éue comprende
tedricamente por lo menos 10-90% de los receptores ocupados
{(Ftg. 2). La formulacién matemética corresponde a 1a ciné-
tica de equilitrio réapido, empleada en la derivacitn de la

ecuacidn de Michaelts-Menten,

RS = RS
kd+S

Una vez alcanzadoe el equilibric, es posible calcular la cons-
tante de disoctacidn (Kd) y 1a constante de asociacidén (Ka);
parfimetros que indican la afinidad de 1a hormona por su recep-
tor, La Kd es la concentracifin de hormona que une el 50% del
receptor. Esto significa que entre menor sea la Kd, serd mayor
la afinidad {Ka) de la hormona por su receptor. E1 punto de sa-
turacifn es igual al nOomero de sitios receptores (n o Rt)‘ Aun-
que se pueden hacer estimaciones razonables de R, ¥ Kd a partir
de la curva de saturacidn, esto no es lo dptimo. E1 andlisis de
Scatchard es uno de leos métodos més Gtiles para el estudio de

un sistema de receptores y consiste en la linearizacién de los
datos anteriores que forman una hipérbels rectangular, ajustén-
dolos a l1a ecuacién de 1a recta (y=mX+a) como se muestra en la

Fig. 3. Esto permite uncdlculo fhci) de Rt y de 1a Kd. En
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el eje de las abscisas se grafica la unidn especifica y en el
eje de las ordenadas se grafica la relactidn unidn especifica/
harmona l1bre., El1 intercepto con el eje de X representa Rt y

1a pendiente de 1a 1inea es fgual a -} (2.4.5.?6).
Kd

Algunos sistemas de receptores contienen dos 0 mas sitfos de
unidn especifica que unen al mismo esteroide con alta afinidad
~cada uno con afinidad y capacidad proplas- (Fig. 4), Esto
hace el an&lisis de los pardmetros de unidn mis complejo. En
el caso del receptor para glucocorticoides, algunos estudios
han informado dos o mis sitios de unidn en tejidos como el hi-
gado {7) y el cerebro {19,23). Para resolver este tipo de
sistemas con componentes miiltiples, 1o ideal es la separacibn
fisica de las partes mediante procedimientos de purificacién.
Sin embargo, esto generalmente no es postible por las grandes
cantidades de tejido que se requieren, debido a las pequefias.
cantidades de receptor que contiene (5). Otros métodos pa-

ra resolver sistemas mixtos son el andlisis gr&fico o vecto-
rial {27, 28) y 1a inhibictén diferencial de algunos de los
componentes del sistema, haciendo uso de su especificidad hacia

cierto 1igando (2,5).

JUSTIFICACION

E1 estudio de receptores hormonales ha cobrado importancia no



sdlo por ser los mediadores de la accibén hormeonal en la célula,
stno porque ademds se ha demostrado que existen enfermedades
por alteracién primaria de receptores, como son por ejemplo:
las sindromes de feminizacidn testicular compfeta e incomple-
ta, la diabetes 1nsulinn-resis}ente, y otros, E1 estudioc de
receptores para cortisel en hipsfisis humana, puede permittir
uns mejor comprensidn de los mecanismos que participan en la
regquiacibn de Ja secrecifin de ACTH en condiciones normales, y
puede contribuir al esclarecimiento de 1a fisiopatogenia de al-
guncs padecimientos como es la enfermedad de Cushing en donde

se encuentran alterados tales mecanismos (29).

PLANTEANIEATO DEL PROBLEMA

i(Culles son las caracteristicas fisico-quimtcas del receptor

para cortisol en el citosol de hipéfisis humana?

Sabemos que en este sitio existen receptores para cortisol

{23), perc no han sido adecuadamente caracterizados.

iLas caracteristicas de este receptor en células hipoftsarias
son similares a las informadas para 1 mismo receptor en otros

tejidos?

La caracterizacidn del receptor para cortisol en otros te-

jidos humanos ha demostrado constantes de afinidad semejan-
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tes {20, 22). Dado que 1a hipdfisis es un sitio muy impor-
tante para la retroalimentacidn negativa por cortisol, que
mantiene & 13 hormona circulante dentro de limites fisiold-
gicos, pudiera esperarse que el receptor para cortisel en

esta glandula tuviera caracteristicas peculiares.
LEl receptor es dnico o mdltiple?

En algunos tejidos como el higado y el cerebro se ha infor-
madc que existe mids de una poblacidn de receptores para
glucocorticoides (7, 18); Yo mismo pudiera ocurrir en un

telido como la hip6fisis.

HIPOTESIS

En el citosol de hipéfisis humana existe un receptor para cor-
tis0) que puede ser identificado a través del estudio de sus

constantes fisico-quimicas.

OBJETIVOS

1.- Determinar las condiciones Optimas para el estudic del



receptor citosdlico para cortisol en hipéfisis humana.

a) concentracién de proteinas
b} tiempo de incubacién
c) temperatura de incubacién

d) pH de amortiguadores

2.- Determinar las caracteristicas fisico-quimicas del re-

ceptor citosdlico para cortisol en hip6fisis humana.

a) especificidad
b} saturabitidad
3] Kd, Ka

d) nimero de sitios de unibdn
NATERIAL

Se estudiaron 300 hip6fisis, macroscépicamente sin patologia,
que se obtuvieron mediante necropsia efectuada durante las
primeras & horas en cadéveres conservados a 4C. Los indivi-
duos, con un promedio de edad de 46¥24 afios, no tenfan ante-
cedentes de sintomatologfa relacionada con 1a hipSfisis ni de

ingesta de glucocorticoides durante su (Gltima enfermedad, Inme-
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dfatamente después de ohtenerse el tejido, se congeld an nitrd-
geno 1Y¥quido, en donde se conservd hasta su procesamiento. Los
campuestos tritfados que se utilizaron fueron 1, 2, 6, 7 3H-cor-
tisol ¥ 1, 2, 4, 6, 7 3H-dexamctnsona {Amersham), con una acti-
vidad especifica de 100 y 70 £1/mmo] respectivamente. Las hor-
monas no marcadas que se utilizaran fueron cortisol, dexameta-
scna, progesterona, estradiol, testosterone, dihidrotestostero-
na y aldosterona, las cuales Se obtuvieron de Sigma Company.

La pureza de los esteroides tritiados y "frfos" se determind
mediante cromatografia en columna con Sephadex LH-20 (Pharmacia)
y mediante cromatograffa en placa delgada {Fig. & y 6). Los

demds reactivos fueron todos de un alte grado de pureza.

Se util1126 como equipe un politrén Kinem&tica CH-6010 Kriens-LU
(Brinkman Instruments), ultracentrfifuga Beckman L8-80 con un ro-
tor Tt 80, centrifuga refrigerada IEC PR-J (Daman/IEC Bivisicn)
y un contador de centelleo Packard Tri-Carb modelo 3380-544 con una

eficiencia de conteo de 40%.

METODOS

Cada uno de los procedimientos se efectud a una temperatura
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entre 0-4C, Previa tr1turac16h. el tejido se homogenelzd con
el politrén (un pulso de 15 s) en amortiguador TEMD-G

{Tris-HCL 25 mM, EDTA 1 mM, Naz Me 0, 10 mM, dithiothrietol

4
S mM y glicerol 20%, pH 7.5 a 22C) a una dilucién 1:8. E1 ho-
mogenado se centrifugd a 105.060 g durante una hora, con 1o cual
se obtuvo la fraccion citosSlica, que posteriormente se some-

tid a tratamiento con carbdén-dextrdn (0.5 g de carbdn con 0.05 g
de dextvdn T-70, =n 100 mL del amortiguader TEMD-G)durante 30 min,
agitando constantemente, a fin de quitar los estercides enddge-
nos. Para 1a curva de satuyracidn y el anaifsis de Scatchard,

el citosol se incybd con concentraciones crecientes de H-cortisol
-] 3H-dexametasonn {0.5 - 10 nmol/L} en presencia y en ausencia de
200 veces 1a hormona fria en el caso del cortisol y de § veces

en &1 caso de 1a dexametasona. Para separar la fracc1én libre

del esteroide de 12 fraccibn unida, al término de la incubacién

se efectus tratamiento con carbén-dextrén durante 10 min, y se
centrifugé durante 15 min a 3000 g. Se tomé una alfcuota del
sobrenadante, 13 cual se someti& a conteo de radiactividad. Para
conocer las candiciones éptimas del ensayo de receptores para
cortisol, se incubé el citosol con una cantidad constante de 1a

hormona marcada y de la fria, fljJindose asT mismo el restoc de las
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condiciones, excepto aquella en estudic. Para los estudios de
desplazamiento se incubd el citosol con una cantidad constante
de la hormona marcada durante 18 horas y se agregaron concen-
traciones creclentes de cada hormona fria (SOx.- 5000x). La
determinaci6én de protefnas se gfactuo por el método de Lowry

(30).

RESULTADGS

Optimizacisén de las condiciones para el estudio-de la unién

del receptor de cortisol! en citosol de hipofisis humanas,.- La

incubacidn de una concentracidn creciente de citosol con una

concentractdn constante de 3

H-cortisol, en presencia ¥y en au-
sencia de un exceso de 200 veces l1a hormona fria, mostrd una
mixima unidn especifica a una concentracién de proteina de al-
rededor de B mg/mL (Fig. 7). La temperatura en laque se logrd
la &éptima unidn fue entre 0-4C, mientras que incubando a una
temperatura ambiente (24C) 1a untén especifica se redujo en un
97% (Fig. B). La incubacidn realizada a diferentes tiempos,
mostr§ como dptimo 18 horas para el caso del cortisol, mientras
que para 3H-dexametasona. el tiempo de incubacidn en que se lo-
gr6é la 6ptima unién fue de 24 horas {Fig. 9 y 10). EY pH &pti-
mo para el estudio del receptor fue entre 7.3 y 7.6, E) método
de separacidn por carbon-dextrdn que se empled en el estudio,
fue optimizado mediante estudios preliminares en 10s que se

establecieron las condiciones ideales de concentracidn y de
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tiempo de tncubacidn para eliminar 1a mayor cantidad de este-
roide '1bre. La eficiencia de separacién por este método fue

de 98.7%.

Estudios de especificidad.- La especificidad de unidén del cor-

tis0l al receptor citosdlico mediante la adicién de diferentes
esterotdes no rad{factivos en concentraclones varjables mostré
que el mayor porcentaje (B1%) de desplazamfento se lages con

un exceso de 200 veces de cortisol frio (Fig. 11). Con un
exceso similar de 200 veces de progesterona fria, se produjo

un desplazamiento importante aunque menor (69%) que el de cor-
tisol; sin embargo, cuando el extesc de progesterona fria se
incrementd a 1000 veces, se alcanzd un desplazamiento similar
al lqgrado con cortisol. Cuando se usaron como competidores
aldosterona, testosterona y DHT, desprovistos de radfactividad
los porcentajes de desplazamliento fueron considerablemente me-
nores (30-65X), aon con 1os mayores excesos {1000x, 5000x).

Con ninguno de Jlos excesos empleados de estradiol "frfo" se lo-
grd desplazar al cortisel de su receptor siendo por lo tanto el
desplazamiento con este esteroide nulo. De los glucocorticod-
des frfos empleados en el estudio, la dexametasona produjo un
desplazamiento menor al 20%, aun con los mayores excesos emplea-

dos (Fig. 7).

Constantes fistco-quimicas.- La saturacidn del receptor se

alcanzbé con concentraciones de cortiscl alrededor de 3 nmol/L,
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ta Kd estimads mediante andliisis de Scatchard en repetidos ex-
perimentos fue de 1.06%.434 nmol/L y ¢l nimero de sitios de
unton fue 335.,3%172 fmol/mg de proteina [(Fig. 12). Los estu-
dies con 3H-de:ametusnnn mostraron una suturaéibn & una con-
centracisn alrededor de B nmoi/L, 1a Kd fue de 5.9 nmol/L y el
nimero total de sitics de unién (Bmax} fue de 23 fmol/mg de
proteina (Fig. 13}.

OISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran l1a presencia en Ta
hipofisis humana de receptores especificos de alta afinidad

¥ baja capacidad de unibn para cortisol. Estos datos confir-
man Yos hallazgos previos en animales {17-19) y contribuyen
para un mejor conocimiento del receptor en hipifisis humana.
Estudios previos han demostrado que la dexametasona es el es-
terocide mis especifico para ¢! andlisis "in vitro" del recep-
tor para glucocorticoides {31,32). Por 1o tanto, l1lams l1a
atencibn que en este estudio 5610 se logrd un desplazamiento
del cortisol tritiado del 19% cuando se empled dexametasona
fria como competidor. Este hallazgo también ha sido informa-
do por otros investigadores (19), 1o que puede explicarse por
una de las dos siguientes alternativas. La primera pesibili-
dad serfa que el cortiso) se uniera a su receptor intracelu-
lar especifico y ademés 1o hiciera a 1a proteina plasmitica

transportadora {CBG), que es un contaminante difficil de elimi-
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nar de los tejidos y que une a los esteratdes naturales como
cortisc), pero no a los sintéticos como es5 la dexametasona
(17,331. L& segunda posibilidad seris 1a existencia de dos ti-
pos de receptor para cartisol y que sdlo uno de ellos fuera ca-
paz de unir & la dexametsona. Estas dos alternstivas han sido
previamente discutidos por otros autaores {19}, Algunos de
ellos han denominado a este posible sequnde tipo de receptor pa-
ra glucocorticotdes "CRG-like" por su semejanza en su compor-
tamiento bioquimico con 1o CBG {19,23,34}. Por lo tante, re-
sulta difici) establecer sJ esta molécula, que une cortisol pero
no dexametasona, es en realidad un receptor o corresponde a la
transortins (19,23,34,35), Ep casc de tratarse de un “receptoar",
sus funciones serfan muy especificas aungue no {dénticas a 1as
del receptor propiamente dicho, como ha sido sugeridoe por tra-
bajos realizados con estos dos tipos de protelnas receptoras

en preparaciones de niclecs (19,34,36-38). Las constantes fi-
sico-quimicas encontradas en este trabajo, tanmto con cortissl
ecomo cuanda se ut{ii1zd dexametascna, son similares a las encon-
tradas por otros investigadores para estas mismas hormonas en
diversos tejtdos [17,19,23,34). FPor otra parte, en el analists
de Scatchard efectuado para el cortisol, ne es positle ver las
dos poblaciones de receptores probablemente porque estos recep-
tores tieren constantes fisico-quimicas muy similares, como ha
sido sugerido por Koch et al. {19}, Los datos obienidos de este

estudio amplian Yos cangcimientos previos sobre el receptor de
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cortisol en hipdfisis humana, 1o que puede conducir a una me-
jor comprensidn de la regulacion de la secrecién de ACTH en’
condiciones normales y puede contribuir al esclarecimiento de
cuadros clinicos relacicnados con una alteracidn en el meca-

nismo de produccién de ACTH.
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Figura 1. Repreosentacidn esquemética del_mecanlsmo de acecidn

del cortiscl {modificado de Guatafason et al., Endocr Rev 8:

185, 1987).
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Figura 2. Curva de maturacién resultante de la unién de una
hormena eateroidal a su receptor especi{ifice (Tomado de Clark
et al., En: Williams, Textbook ‘of Endocrinology, Wilson &

Foster, WB Saunders, New York, Seventh edition, 1985, pp 34}).



Unide/Libve

Figura 3. Gra&fica de Scatchard gue representa la relacién
unido/libre y unido del conmplejo hormona-receptor, {Tomado
de Clark et al., En: Williams, Textbook of Endocrinolegy,
Wilason & Fopter, WB Saunders, New York, Seventh edition,

1985, pp 34).
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Filgura 5. Purificacién cromatogr&fica op columna con Sephadex

LH~20, del cortisol y dexsmetascno tritiadas.

i
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Figura 6. Purificacidn cromatogrifica en columna con Sephadex

LH=20, del cortisel y dexametasona no marcadas,
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Figura 7, Unién del complejo receptor-cortissl con relacién

al contenido de proteinas en citosol de hipéfigis humana.



Figura 8. Unidén del complejo receptor-cortiscl con relacién

a la temperatura empleada en el andlisis.
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Tiempe on horm

Figura 9. Unidén especifica dsl cortisol en citosol de hipé-

fiais humana con relacién al tlempo de ilncubacidn.
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Figura 10. Unién especifica de 1a dexametasona en citosol

de hipéfisis humana con relacidn al tiempo de incubacidn.
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Figura 11. Desplazamients del aﬂ—curtlnnl da su recsptor
enpecifico por la adiclén de diferentes excesom de eateroides

ne merchdos.
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Figura 12, Curva de satursclén y gréfica de Scoatchard de 1a
unién del complejo cortisol-receptor en citoasol de hipéfisga

humana.
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Figura 13. Curve de saturacién y gré&fica de Scatchard de la
unién del complejo dexametasona-receptor on citosol de hipb-

fisis humana.
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