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En el •ecan1smo de acc16n de las hormonas estero1des p•rt1-

c1pan una serie de eventos entre los que destacan por su 

1mportanc1a: 1) el libre paso del estero1de al interior de 

la célula, 2) la un10n a un receptor espec1f1co en el ci­

toplasma celular, 3) el transporte de este receptor al in­

terior del nOcleo. 4) su un16n al ONA, 5) la s1ntes1s de 

ANA po11merasas y de ANA mensajero, de transferencia y r1-

bosoMal, y 1) la s1ntes1s de prote1nas espec1f1cas a nivel 

c1toplasmit1co que van a ejercer el efecto b1o16g1co de la 

hormona estero1de en cuest16n (Fig. 1). Los receptores 

para hormonas esteroides son moléculas cuya func16n es la 

de ser mediadores de la acct6n hormonal y se localizan en 

el cttoplasma de las celulas efectoras. Los receptores son 

molAcules de naturaleza prot~1ca, por lo tanto, termo1Ab1-

1es y no res1sten a la acc16n de las proteasas. Su peso Mo­

lecular se encuentra entre 250,000 y 350,000, con un coe­

f1c1ente de sed1mentac16n entre 7 y 9 unidades Svedberg. 
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Desputs de la d1fus10n al 1nter1or de la c~lula, el estero1de 

se une en un1 reacc16n de equ111br1o a su receptor, en for•a 

reversible, constituyendo un complejo no covalente de alta 

af1n1dad. Con la untOn de la hor•ona, el receptor sufre una 

•trasfor•ac16n• hac1a una confor•ac16n que es capaz de unirse 

al DMA. La acttvac16n o trasfor•ac16n es un proceso 1rrever­

s1b1e que resulta en la estab111zac16n de la un16n del 91uco­

cart1co1de y capacita al receptor para trasladarse al núcleo 

y poder unirse asf al DHA. La 1nteracc16n con el DMA resulta 

en una act1vac16n, o repres16n, espec1ftca de genes que son 

regulados por glucocort1cotdes, para su transcrtpct6n (1-6). 

La mayor 1nfor•ac16n e~tstente respecto al receptor pare glu­

cocorticoides es en diversos tejidos entmoles (7-19). lo que 

ha permtttdo la ceracter1zaci6n de algunas de sus constantes 

f1sico-qu1micas. El receptor para glucocorticotdes se ha es­

tudiado en algunos tejidos humanos como placenta. 11nfoc1tos 

y glindulas suprarrenales; stn embargo, en nuestro conocimiento 

s61o existe un estudio de tejido cerebral con M1nima y confusa 

inform1ci6n sobre h1p6f1s1s (20-23). El conocimtento del recep­

tor para cortisol en hip6fts1s humanas reviste particular inte­

r6s por ser esta glindula uno de los stttos mis importantes 

donde se ejercen los finos mecanismos de retroalimentac16n so­

~re ACTH, a fin de mantener la homeostasis en los niveles se­

ricos del cort1so1 (18,24,25). 
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En los estudios 1n v1tro de los receptores. el estero1de se une 

en forma especff1ca a·la prote1na receptora. pero también puede 

unirse a cualquier otra protefna o molécula (carboh1dratos, gra• 

sas, etc.) 1nespecff1camente, por lo tanto tos criterios para 

la 1dent1f1caci6n de un receptor son: l) capacidad de un16n 

11•1tada.- Indica que existe un nOmero limitado de sitios par• 

unir el estero1de y por lo tanto es un s1ste•• saturable. LO$ 

estudios de saturab111ded se llevan a cabo e~pon1endo al recep­

tor a concentraciones crecientes del estero1de radiactivo y mi­

diendo la cantidad de esterotde unido y 11bre una vez que se ha 

logrado el equilibrio de la reaec16n; 2) alto afinidad.- Las 

cantidades fis1o16g1cas circulantes de esteroide son muy pe­

quenas {entre 10~ 1 º y 10-8 mol/L). por lo tanto los receptores 

deben poseer una alta af1n1dad para su respectiva hormona. La 

un16n que se establece entre hormona y receptor en una reacc16n 

de equilibrio. es dib11, no covalente y reversible. por lo cual 

es una un16n desplazable. Esta caracter,st1ca se uti11za en 

el enl11s1s de Scatchard. poniendo a competir a la hor•ona mar­

cada 1sot6p1caaente con excesos de hormona no marcada. por los 

s1t1os de un16n de los receptores. A través de este estudio 

podemos conocer las constantes de afinidad del complejo hormona­

receptor; 3) alta espec1f'\c1dad.- El receptor es altamente 

discrim1nat1vo, por lo que une solamente a una hormona especf~ 

ftca con caracter1sttcas qufm1cas b1en definidas. A este res~ 

pecto el eortisol es una molécula esteroidal de 21 átomos de 
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carbono cuyos grupos qufm1cos (OH) ubicados en los carbonos 17. 

21 y 11 tienen un papel determtnante en cuanto al reconoc1mtento 

del receptor especfftco. Esta espectftctdad permite a una c~-

1 ula efectora responder a una seftal hormonal stn tnterferencta 

de otras seftaleso stn embargo, la estereo-espectftctdad no es 

absoluta, ya que el sttto de unt6n en el receptor ttene una ca­

pacidad 11•1tada para el reconoctmtento y dtferenctac16n de 11-

gandos parecidos a su hormona prt~arta y por lo tanto st•tlares 

en su estructura qutmtea. Estos ltgandos funcionan co•o ago­

nistas o antagonistas y pueden competir por un mtsmo receptor, 

mientras que no afectan otros sistemas de receptores. La espe­

ctftctdad se determ1na med1ante estudios de desplazam1ento. 

ut11izando excesos crecientes de diversas hormonas •frtas• (2,5). 

Pera analizar le naturaleza de los receptores c1top16sm1cos, se 

han ut111zado una serte de métodos. Estos métodos dtferenctan 

al receptor especff1co de alta af1n1dad y baja capac1ded. de la 

un16n 1nespectftca a otras moléculas que tiene baja af1n1dad 

y alta capactdad -no saturable-. Para el estudio de la un16n 

hormona-receptor. se 1ncuba una preparac16n con una concentra­

c16n constante del receptor y con concentraciones var1ables de 

la hor•ona tr1t1ada, que cubran un margen de O. 1 a 10.0 veces 

la •1tad de la concentrac16n de saturac16n. La hormona y e~ 

receptor 1nteractUan para formar un complejo hormona-receptor 

de acuerdo con la ley de acc16n de masas. La unton.espectftca 
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se graftca en el eje de las ordenadas y la concentrac16n de 

hor•ona 11bre en el eje de las abscisas. Cuando se alcanza 

la saturac16n del receptor, la unt6n especfftca adopta una •e­

seta, or1g1nindose una hipérbola rectangular que co•prende 

te6rtca•ente por lo menos 10-901 de los receptores ocupados 

(Ftg. Z). La formulac16n matemittca corresponde a la ctn~­

ttca de equtltbrto rAptdo, empleada en la dertvac16n de la 

ecuac16n de Mtchaelts-Menten. 

RS • _R"-•'-'S'­
k d + S 

Una vez alcanzado el equtltbrto, es posible calcular la cons­

tante de d1soctac16n (Kd) y la constante de asoc1ac16n (Ka); 

pari•etros que tndtcan la aftntdad de 11 hormona por su recep­

tor. La Kd es la concentract6n de hormona que une el SOS del 

receptor. Esto s1gn1fica que entre Menor sea la Kd. seri ••yor 

la af1n1dad (Ka) de la hormona por su receptor. El punto de sa­

turac16n es tgual al número de sitios receptores (n o Rt). Aun­

que se pueden hacer esttmac1ones razonables de Rt y Kd • partir 

de la curva de saturac16n. esto no es lo 6pti110. El anilts1s de 

Scatchard es uno de los métodos mis útiles para el estudio de 

un sistema de receptores y consiste en la 11near1zac16n de los 

datos antertores que forman una hipérbola rectangular, ajustin­

doloS a la ecuactOn de la recta (y•mX+a) como se muestra en la 

Ftg. 3. Esto permite un cálculo fácil de Rt y de la Kd. En 
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el eje de las abscisas se graf1ca la un10n especffica y en el 

eje de las ordenadas se graf1ca la relac16n un16n especff1ca/ 

hormona libre. El intercepto con el eje de X representa Rt y 

la pendiente de la lfnea es igual a ....:.!._(2,4.5.26). 
Kd 

Algunos sistemas de receptores contienen dos o mis s1t1os de 

un16n especff1ca que unen al mismo estero1de con alta afinidad 

-cada uno con afinidad y capacidad proptas- (Ftg. 4). Esto 

hace el ani11s1s de los parlmetros de un16n mis complejo. En 

el caso del receptor para glucocorttcotdes, algunos estudios 

han tnformado dos o mis stttos de un16n en tejidos como el hf­

gado (7) y el cerebro (19,23). Para resolver este ttpo de 

sistemas con componentes múltiples, lo ideal es la separac16n 

fts1ca de las partes mediante proced1m1entos de purif1cac16n. 

S1n embargo. esto generalmente no es posible por las grandes 

cantidades de tej1do que se requieren. deb1do a las pequeftas 

cantidades de receptor que contiene (5). Otros m~todos pa-

ra resolver s1stemas mixtos son el análisis gráfico o vecto­

rial (27. 28) y la 1nh1b1c16n d1ferenc1al de algunos de los 

componentes del ststema. haciendo uso de su espec1f1ctdad hacia 

cierto ligando (2.5), 

JUSTIFICACION 

El estudio de receptores hormonales ha cobrado 1mportanc1a no 
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s61o por ser tos med1adores de la acct6n hormonal en ta célula. 

sino porque además se ha demostrado que existen enfermedades 

por alteract6n pr1mar1a de receptores. como son por ejemplo: 

los sfndromes de femtntzact6n testicular completa e tncomple­

ta1 la dtabetes 1nsultno-res1stente, y otros. El estudio de 

receptores para corttsol en h1p6f1s1s humana, puede permtttr 

una mejor comprens16n de los mecanismos que parttctpan en la 

regulac16n de ta secrect6n de ACTH en condtctones normales, y 

puede contrtbutr al esclarectmtento de la f1s1opatogenta de al­

gunos padecimientos como es la enfermedad de Cushtng en donde 

se encuentran alterados tales mecanismos (29). 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

¿Cu61es son las caracterfst1cas ffstco·qufm1cas del receptor 

para cort1so1 en el c1toso1 de h1p6fists humana? 

Sabemos que en este sitio existen receptores para cort1so1 

(23), pero no han sido adecuadamente caracterizados. 

¿Las caracterfsttcas de este receptor en células h1pof1sar1as 

son s1m11ares a las informadas para el mismo receptor en otros 

tejidos? 

la caracter1zac1ón del receptor para corttsol en otros te­

jidos humanos ha demostrado constantes de af1n1dad semejan-
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tes (20, 22). Dado que la htp6f1sts es un sitto muy impor­

tante para la retroa11mentactón negativa por corttsol. que 

mantiene a la hormona circulante dentro de· ltmttes ftsto16-

gteos, pudiera esperarse que el receptor para corttsol en 

esta g16ndula tuviera caractertsttcas peculiares. 

¿El receptor es único o múltiple? 

En algunos tejidos como el h1gado y el cerebro se ha infor­

mado que existe mis de una poblac16n de receptores para 

glucocorttcotdes (7. 18); lo mismo pudiera ocurrir en un 

tejido como la htpóftsts. 

HIPOTESIS 

En el cttosol de h1p6fts1s humana existe un receptor para cor­

ttsol que puede ser tdenttftcado a través del estudio de sus 

constantes f1stco-qutmtcas. 

OIJETIYOS 

i.- Determinar las condtc1ones 6pt1mas para el est~d1o del 



receptor c1tos611co para cort1so1 en h1p6f1s1s humana. 

a) concentrac16n de prote1nas 

b) tiempo de tncubac16n 

e) te•peratura de 1ncub1c16n 

d} pH de amortiguadores 

2.- Deter•1nar las caracter1st1cas ffs1co-qu1m1cas del re­

ceptor c1tos611co para cort1sol en h1p6fis1s humana. 

a) espectf1c1dad 

b} saturab111dad 

el Kd, Ka 

d) número de sitios de un16n 

llATEUAL 

9. 

Se estudiaron 300 h1p6fts1s. macrosc6p1camente s1n patologfa, 

que se obtuvieron mediante necropsia efectuada durante las 

primeras 6 horas en cad6veres conservados a 4C. Los indivi­

duos, con un promedio de edad de 46~24 anos, no ten1an ante­

cedentes de s1ntomatologf a relacionada con la h1p6f1sts nt de 

tngesta de glucocorttcotdes durante su Olt1ma enfermedad. lnme-
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d1atamente después de obtenerse el tejido, se congeló en nitró­

geno 1fqu1do, en donde se conserv6 hasta su procesamiento. Los 

compuestos tr1t1ados que se ut111zaron fueron 1, 2, 6, 7 3H-cor­

t1so1 y 1, 2, 4, 6, 1 3H-dexam~tasona (Amersham), con una acti­

vidad espec1ftca de 100 y 70 Ct/mmol respectivamente. Las hor­

monas no marcadas que se ut111zaron fueron cortfsol, dexameta­

sona, progesterona, estradfol, testosterona, d1h1drotestostero­

na y aldosterona, las cuales se obtuvieron de Sigma Company. 

La pureza de los esterotdes tr1t1ados y "frfos" se determinó 

mediante cromatograffa en columna con Sephadex LH-20 (Pharmacta) 

y mediante cromatograf1a en placa delgada (Ftg. 5 y 6). Los 

demls react1vos fueron todos de un alto grado de pureza. 

Se ut111z6 como equipo un po11tr6n K1nem6t1ca CH-6010 Kr1ens-LU 

(Br1nkman Instruments). ultracentrffuga Beckman LB-80 con un ro­

tor T1 so. centrffuga refrigerada IEC PR-J (Oamon/IEC D1v1ston) 

y un contador de centelleo Packard Tr1-Carb modelo 3380-544 con una 

ef1ctenc1a de conteo de 401. 

METOOOS 

Cada uno de los proced1m1entos se efectu6 a una temperatura 



11. 

entre 0-4C. Previa tr1turac16n, el tejido se homogene1z6 con 

el po11tr6n (un pulso de 15 s) en amortiguador TEMD-G 

(Tr1s-HCL 25 mH, EOTA 1 mM, Ha 2 Ho o 4 10 mM, d1th1othr1eto1 

S mM y glicerol 2oi, pH 7.5 a 22C) a una dtluc16n 1 :8. El ho­

mogenado se centrtfug6 a 105,000 g durante una hora, con lo cu1l 

se obtuvo la fraccton c1tos611ca, que postertormente se some-

t16 a trata•tento con carbOn-dextrln (0.5 g de carb6n con 0.05 g 

de dextrin T-70, en 100 ml del amortiguador TEMD-G)durante 30 mtn, 

agitando constantemente, a f1n de quitar los esterotdes endOge­

nos. Para la curva de saturación y el ani1tsls de Scatchard, 

el cttosol se tncub6 con concentractones crecientes de 3H-corttso1 

6 3H-dexametasona (0.5 - 10 nmol/L) en presenc1a y en ausenc1a de 

200 veces la hormona fr1a en el caso del cort1sol y de 5 veces 

en el caso de la dexametasona. Para separar la fracc16n libre 

del estero1de 4e la fracc16n unida, al tfrm1no de la incubac16n 

se efectu6 tratamtento con carb6n-dextrln durante 10 mtn, y se 

centr1fug6 durante 15 m1n a 3000 g. Se tom6 una altcuota del 

sobrenadante, la cual se somet16 a conteo de rad1acttv1dad. Para 

conocer las cond1ctones Optimas del ensayo de receptores para 

cort1sol, se 1ncub6 el cftosol con una cantidad constante de la 

hormona marcada y de la frfa, ftJ!ndose as1 mismo el resto de las 
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cond1c1ones. excepto aquella en estudto. Para los estudios de 

desplazamiento se 1ncub0 el c1toso1 con una cantidad constante 

de la hormona marcada durante 18 horas y se agregaron concen­

traciones crecientes de cada hormona frfa (SOx - SOOOx). la 

determtnac16n de protefnas se efectuO por el método de Lowry 

( 30). 

RESULTADOS 

Opt1•1zac16n de las condtctones pira el estudto·de la un16n 

del receptor de corttsol en cttosol de htp6t1s1s hu•anas.- La 

1ncubac16n de una concentración creciente de cttosol con una 

concentract6n constante de 3H-corttso1. en presencia y en au­

sencia de un exceso de 200 veces la hormona frfa. mostr6 una 

m6xtma un16n especfftca a una concentrac16n de protefna de al­

rededor de 8 mg/ml (F1g. 7). La temperatura en ta que se logró 

la 6pt1ma untOn fue entre 0-4C, m1entras que 1ncubando a una 

temperatura ambiente (24C) la un16n espec1ftca se redujo en un 

97% (Ftg. 8). La 1ncubac16n realtzada a diferentes tiempos. 

mnstr6 como 6pttmo 18 horas para el caso del corttsol. mtentras 

que para 3H-dexametasona. el tiempo de 1ncubact6n en que se lo­

gr6 la 6pttma unt6n fue de 24 horas (Ftg. 9 y 10), El pH 6ptt­

mo para el estudio del receptor fue entre 7,3 y 7.6. El método 

de separact6n por carb6n-dextrán que se empleó en el estudto. 

fue opttmtzado mediante estudios preltmtnares en tos que se 

establecieron las condiciones tdeales de concentración y de 
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tiempo de 1ncubacfón para e11m1nar la mayor cantidad de este­

rofde libre. La ef1cfenc1a de separac16n por este método fue 

de 98.7X. 

Estudios de espectftctdad.- L~ espec1f1c1dad de unión del cor­

tfsol at receptor c1tos611co mediante la ad1c1ón de diferentes 

esterotdes no radtacttvos en coneentracfones variables mostró 

que el mayor porcentaje (81%} de desplazamiento se logró con 

un exceso de 200 veces de cortfsol frto (F'tg. 11). Con un 

exceso similar de 200 veces de progesterona frfa. se produjo 

un desplazamiento importante aunque menor (69~} que el de cor­

tfsol; sfn embargo. cuando el exceso de progesterona frfa se 

incrementó a 1000 veces, se alcanzó un desplazamtento stmf lar 

al logrado con corttsol. Cuando se usaron como compet1dores 

aldosterona, testosterona y DHT, desprov1stos de rad1act1v1dad 

los porcentajes de desplazamiento fueron considerablemente me­

nores (30-65%), aün con los mayores excesos (lDOOx, SOOOx), 

Con ninguno de los excesos empleados de estrad1ol "frie" se lo­

gró desplazar al cortisol de su receptor siendo por to tanto el 

desplazamiento con este estero1de nulo. De los glucocort1co1-

des frios empleados en el estudio, la dexametasona produjo un 

desplazamiento menor al 20%, aün con los mayores excesos emplea­

dos (F1g. 7). 

Const•ntes ffsfco-quf•tcas.- La saturac1ón del receptor se 

alcanzó con concentraciones de cortisol alrededor de 3 nmol/L, 
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la Kd estimada mediante análisis de Scatchard en repetidos eK­

per1mentos fue de 1.06!.434 nmol/L y el número de sitios de 

un16n fue 33S.3!17z fmol/mg de proteina IF1g. 12). Los estu­

dios con 3H-dexametasona mostraron una satura~16n a una con­

centrac16n alrededor de B nmol/L. la Kd fue de 5.9 nmol/L y el 

nú•ero total de sitios de un16n (Bmax} fue de 23 fmol/mg de 

prote1na (F1g. 13). 

DISCUSIOR 

Los resultados de este trabajo demuestran la presencia en la 

h1p6f1s1s hu•ana de receptores espec1f1cos de alta afinidad 

y baja capacidad de un16n para cort1sol. Estos datos confir­

man los hallazgos prevtos en animales (17-191 y contribuyen 

para un mejor conoc1mtento del receptor en h1p6f1s1s humana. 

Estudios previos han demostrado que la dexametasona es el es­

teroide mis espec1fico para el anilisis ''in vitro'' del recep­

tor para glucocorticoides (31,32). Por lo tanto, llama la 

atenci6n que en este estudio s61o se logr6 un desplazamiento 

del cortisol tritiado del 19S cuando se emple6 deKametasona 

fr1a co•o competidor. Este hallazgo también ha sido informa­

do por otros investigadores (19). lo que puede eKpl1carse por 

una de las dos siguientes alternativas. La primera posibili­

dad ser1a que el cortisol se uniera a su receptor intracelu­

lar especlf1co y además lo hiciera a la protelna plasmática 

transportadora (CBG), que es un contaminante dif1cil de e11m1-
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nar de los tejidos y que une a los estero1des naturales como 

cort1so1, pero no a los sintéticos como es la dexametasona 

(17,33). La segunda pos1b111dad ser1a la extstenc1a de dos ti­

pos de receptor para corttsol y que s6lo uno de ellos fuera ca­

paz de untr a la dexa•etsona. Estas dos alternativas han stdo 

prev1a•ente dtscut1dos por otros autores (19}. Algunos de. 

ellos han deno~tnado a este posible segundo tipo de receptor pa~ 

ra glucocorticotdes "CBG·like" por su semejanza en su compor­

tamiento btoqutmtco con la CbG (19,23,34). Por lo tanto, re­

sulta dtf,ctl establecer si esta molicuta, que une corttsol pero 

no dexametasona, es en realidad un receptor o corresponde a ta 

transorttna (19.23,34,35}, En caso de tratarse de un "receptor", 

sus funciones sertan muy espec1ftcas aunque no idénticas a las 

del receptor prop1amente d1cho. como.ha sido sugerido por tra­

bajos rea11tados con estos dos tipos de prote1nas receptoras 

en preparaciones de núcleos (19.34,36·38). Las constantes fi­

sico-qutm1cas encontradas en este trabajo. tanto con corttsol 

como cuando se ut1ltz6 dexametasona, son similares a las encon­

tradas por otros investigadores para estas mismas hormonas en 

dtversos tejidos 117,19,ZJ.34). Por otra parte. en el anitists 

de Scatchard efectuado para el cortisol, no es posible ver. las 

dos poblaciones de receptores probablemente porque estos recep­

tores tienen constantes f1sico-qutm1cas muy similares, como ha 

sido suger1do por Koch et al. (l9), Los datos obtenidos de este 

estudio ampltan los eonoc1m1entos previos sobre el receptor de 
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corttsol en htp6f1s1s humana, lo que puede conducir a una me· 

jor co•prens16n de la regulac16n de la secrec16n de ACTH en 

condiciones normales y puede contribuir al esclarec1m1ento de 

cuadros c1fn1cos relacionados con una alteractOn en el meca­

nismo de producct6n de ACTH. 
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Fiaur• 2. Curva de aaturaci6n resultante de la un16n de una 

hormona eateroidal a au receptor eepec!Cico (Tomado de Clark 

et al., En: Williama, Textbook ·ar Endocrinoloay, Wilaon & 

Foater, WB Saundera, New York, Seventh edition, 1985, pp 34). 
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Fiaur• 3. Qr6flca de Scatchard que representa la relacl6n 

unido/libre y unido del co~plejo hormona-receptor. (Tomado 

de Clark et al., En: Willlama, Textbook ot Endocrlnolo¡y, 

Wllaon • Foater, WB Saundera, New York, Seventh edltion, 

1985, pp 34). 
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Fiaura 5. Pur1r1caci6n cromatoarlCica en coluana con Sephadex 

LK-20, del cortiaol y dexaaataaona tritlad••• 
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Fiaura 6. Purificac16n cromatoar6fica en columna con Sephadex 

LH-20, d~l cortiaol y dexametasona no marcadas, 
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Fiaura 7. Uni6n del complejo recaptor-cortiaol con relación 

al contenido de proteinaa en citoaol de hipófisis humana. 
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Figura B. Un16n del complejo receptor-cortiaol con relación 

a la temperatura empleada en el anAlisia. 
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Fiaura 9. Un16n especlfica del cortlaol en citoaol de hlp6-

fiais humana con relac16n al tiempo de incubación. 
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Fiaura 10. Uni6n especifica de la dexametasona en citoaol 

de hip6fiais humana con relaci6n al tiempo de 1ncubaci6n. 
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Figura 12, Curva de saturación y gráfica de Scatcherd de la 

unión del complejo cortiaol-receptor en citoaol do hip6fia~a 

humana. 
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