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CAPITULO 1

INTRODUCCION

las glándulas genitales accesorias masculinas son estructuras altamente

especializadas, ya que son reguladas bajo control neural y endocrino; sus

secreciones contribuyen a la formación de] fluído semina, humano, al cual

se le atribuyen funciones de transporte y protección del espermatozoide. 

El análisis de este liquido ha sido utilizado para diagnósticos clínicos

en algunos procesos patológicos frecuentes en estas glándulas, tales co- 

mo: infecciones o inflamaciones en hombres jóvenes e hipertrofia y cán- 

cer en la vejez. Para su formación, las secreciones, no son emitidas

simultáneamente, sino que primero secretan las glándulas de Cowper y

Littré, la segunda secreción es de la próstata, seguida inmediatamente

por el fluído rico en esperma de la ámpula y epidídimo; siendo la por- 

ción final y mayor del fluido derivada de las vesículas seminales ( 1). 

Entre otros factores endocrinos que influyen sobre la actividad de las

glándulas genitales accesorias al aparato reproductor masculino, se

tienen las distintas hormonas esteroideas que producen efectos y res- 

puestas variables, de los cuales cabe enunciar algunas generalidades; 

dado que sus tamaños moleculares son pequeños, atraviesan fácilmente

la membrana celular encontrando proteínas de recepción intracelulares

con alta afinidad localizadas en gran parte, si no en su totalidad en

el citoplasma, para llegar rápidamente a los núcleos, pudiendo ser las

respuestas modificadas por inhibidores de la síntesis de proteínas a

nivel transcripcional o postranscripcional ( 2), estudiándose en la ac- 

tualidad si son estos millares de moléculas del receptor neonuclear

1 - 



ligados a las hormonas, las que están directamente implicadas en las

respuestas, o bien pudiendo ser solo un sistema de transporte que para

ser indispensable transmitiría al esteroide hormonal hacia otra entidad

para que fuese desencadenada la respuesta biológica ( 2). 

Las primeras investigaciones sobre receptores específicos de andrógenos

que contienen las glándulas genitales accesorias de] aparato reproductor

masculino, se realizaron en animales ( 3- 5), demostrándose en estos pri- 

meros intentos, la retención de andrógenos por los tejidos efectores. 

Posteriorinente, las investigaciones se enfocaron a la búsqueda de pro- 

teinas receptoras de andr6genos, en extractos solubles de! tejido pros- 

tático humano ( 6- 9), dando lugar al interés creciente por obtener un co

nocimiento más' claro de] papel que desempeñan las hormonas esteroideas

en el desarrollo y la evolución de las dos enfermedades principales de

esta glándula en el humano, a saber, la hipertrofia prostática benigna y

el cáncer prostático. Estas investigaciones derwstraron que la dihi- 

drotestosterona- 3 H, asociada con células de próstata, está estrechamen- 

te unida a proteínas receptoras y a bajas concentraciones de andrógeno

radiactivo la dihidrotestosterona de] sobrenadante de] homogeneizado

del tejido prostático, está exclusivamente unida a una proteína de alta

afinidad y baja capacidad, formando un complejo esteroide -proteína. La

afinidad del producto fisiológico por el receptor es grande y la cons- 

tante de asociación en equilibrio del complejo hormona - receptor ( si- 

guiendo la ley de acción de las masas) es de] orden de K= 10 10 M- 1 a

4% lo que implica una disociación lenta y una saturaci6n fácil a las

concentraciones fisiológicas hormonales ( 2), siendo la más importante

de sus características, la estrecha especificidad hormonal, que se

traduce por la ausencia de unión de los componentes sin actividad y por



cierta proporcionalidad entre la afinidad de esta unión y su actividad

biológica. 

Este paralelismo entre la afinidad y la actividad diferencía los recepto

res intracelulares de otras proteínas plasmáticas con capacidad de unir

esteroides. 

Los hallazgos de la retención selectiva de dihidrotestosterona por pro- 

teinas en células de próstata, confirinaron que la dihidrotestosterona

es la forma activa del andr6geno Testosterona ( 10), siendo en la última

década, uno de los avances más significativos en el estudio de los pro- 

cesos moleculares de la acci6n de hormonas esteroideas. 

En esta investigación, el objetivo principal fue la determinación de los

pesos moleculares de las proteínas que unen SotDHT- 3H en el sobrenadante
del homogeneizado de] tejido prostático " normal" humano, utilizando mé- 

todos con una alta capacidad de resolución y confiabilidad, siguiéndo- 

se un patrón definido el cual incluye: 

hormona radiactiva. 

activa

lo. El estudio de la captación y retención de una

2o. La identificación de la hormona supuestamente

3o. La detección y aislamiento de p.roteinas espe- 

cificas que unen al esteroide con una alta afinidad y que existe en ma- 

yar cantidad en las células de próstata que en células insensibles. 

4o. La determinación del peso molecular de las

proteínas que unen 5 a DHT- 3 H en el tejido prostático " normal" humano. 
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La investigación de los pesos moleculares de las proteínas comenzó con

cierto éxito, utilizándose métodos físicos tales como el crioscópico

dispersión de la luz, etc. ( 11, 12). Posteriormente, se emplearon pro- 

cedimientos fisicoquimicos de sedimentación con ultracentrífuga como

son: velocidad de sedimentación, equilibrio de sedimentación, aproxi- 

maci6n al equilibrio de sedimentación y el equilibrio en solución gua- 

nidina- HC1 ( 13). La cromatografía en gel ( filtración en Sephadex) es

actualmente uno de los métodos más utilizados en el laboratorio ( 14), 

mientras que la determinación de] peso molecular por electroforesis

en gel de disco, se encuentra aún en experimentación con algunos re- 

sultados alentadores. Una de las ventajas de la electroforesis en gel, 

es la posibilidad de separar mezclas de proteínas globulares en diso- 

lución, basándose en sus diterentes velocidades de migracl6n en un

campo eléctrico, a un pH determinado, teniendo además como soporte iner

te, el gel de poliacrilamida lo que permite realizar el análisis con

gran precisión, debido a su alto poder de resolución, con cantidades

mínimas de mezclas complejas de proteínas. En la EGPA, la separación

toma lugar, debido a las diferencias de cargas y tamaños de las molé- 

culas. La influencia de la carga representa una dificultad en los mé- 

todos de la determinación de los pesos moleculares por electroforesis

en gel, dividiéndose los experimentos hasta la fecha realizados para

su eliminación en dos categorías. En la primera categoría, la EGPA

se lleva al cabo en geles de diferentes densidades y el coeficiente

de la distancia de migración ( o coeficiente de retardación) se mide

completamente independiente de la carga. En la segunda categoría, las

condiciones electroforéticas (
amortiguadores, densidad de gel) son

escogidas de tal manera que las diferencias de cargas sean mínimas, 

pudiendo ser ignoradas ( 15). 
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Para la determinación de los pesos moleculares de las proteínas que unen

5 eLDHT- 3H en el sobrenadante de] homogeneizado del tejido prostático

11normaY humano, se realizaron los estudios, utilizando los dos procedi

mientos antes mencionados. Dentro de la primera categoría y basándonos

en trabajos previos, relacionados con la obtención de pesos moleculares

de proteínas en EGPA, realizados por Zwaan ( 15) y por Atanasov y Gikov

16), quienes determinaron el PM de algunas de las 15 bandas caracterfs

ticas de proteínas encontradas en el fluido prostático; en este trabajo

se utilizaron diferentes concentraciones de gel, 
obteniéndose las movi- 

lidades relativas para la construcción de una curva lineal de Fergu,son, 

cuya pendiente es una medida del PM y ha sido designado por algunos au- 

tores como el coeficiente de retardación ( 17). 

Para la segunda categoría de la determinación de] PM de las proteínas

por EGPA, con eliminación de carga, Shapiro y Col. ( 18) incorporaron

SDS en su sistema de amortiguación, encontrando una relación lineal in- 

versa entre la distancia de migración relativa y los pesos moleculares

lo que permite la rápida y simple estimación de este parámetro en pro- 

teinas y polipéptidos. De acuerdo con infornes posteriores de Weber y

Osborn ( 19), quienes utilizaron este método para la estandarización de

proteínas conocidas, efectuamos la determinación de los pesos molecu- 

ares de las proteínas semipurificadas que unen 5 et DHT- 3 H en el sobre- 
nadante de los homogeneizados de] tejido prostático " normal" 

humano, 

utilizando el mismo sistema electroforético, tanto para las muestras

tisulares, como para los patrones de proteínas con pesos moleculares

conocidos. 

Se reportan los resultados y se presenta una discusión de los mismos. 
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CAPITULO II

I MATERIALES

I A- Material Qufmico

De ABBOTT: 

De Amersham/ Searle: liquido de centelleo- 49 de PPO ( 2, 5- difenilo- 

xazol, grado centelleo) y 0. 05 9 de POPOP ( 1, 4 -bis 1 2-( 5- feniloxa- 

zolil) 1 benceno, grado centelleo en un litro de tolueno. 

De Baltimore Biol. Labs: gelatina. 

De Carlo Erba: colorante- azul de bromofenol. 

De Dade Harleco: HC1 conc y H 2 PO4 conc. 
Colorante -negro de amido. 

De Eastman: EDTA ( ac. etilendiamino tetracético, sal s6dica), TEMED

N, N, N', N', tetrametilendiamino). 

De Matheson Coleman & Bell: carb6n activado. 

De Merck: a) catalizador quimico- persul fato de amonio; b) fotocata- 

lizador- riboflavina; c) disolventes grado analitico y destilados

antes de su uso - etanol, acetona y tolueno; Acrilamida; N, N'- Me- 

tilen- diacrilamída; TCA ( ac. tricloroacético); 
sacarosa; glicina; 

SDS ( Dodecilo hidrogeno sulfato; sal s6dica) para ex¿menes de
sustancias tensoactivas; Brij 35 ( éter laurílico de polioietileno, 

detergente); 2- miercaptoetanol; fosfato de potasio dibásico Y mO- 

nobásico y azida de sodio. 

De Monterrey: ácido acético glacial, 
fosfato de sodio dibásico Y

monobásico. 

De New En gland Co. : estero¡ de radiactivo- 5 et DHT- 3 H ( dihidrotes- 
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tosterona tritiada) con A. E. de 40 Ci/ mM. 

De Farmacia: Dextrán T 40
De Sigma Chemical Company: la siguiente serie de proteínas para la

determinación de los pesos moleculares con SDS. 

BSA ( albúmina sérica bovina) 

Ovoalbúmina ( albúmina de huevo) 

Pepsina( mucosa de estómago de porcino) 

Tripsinógeno ( páncreas de bovino) 

lactoglobulina ( leche de bovino) 

Lisosima ( clara de huevo) 

Hemocianina ( caballo) 

De Packard: líquido de centelleo; Insta Gel. 

I B- Material Biológico. 

Próstata " normal" humana. Se utilizaron próstatas de individuos

sin ninguna alteración relacionada con el funcionamiento de] apara- 

to genito- urinario, proporcionadas por el Servicio de Anatomía Pat.o

lógica de] Hospital General de! Centro Médico Nacional de] Instituto

Mexicano de] Seguro Social. Las muestras se obtuvieron durante las

primeras 12 horas, después de haber fallecido el paciente y se con- 

servaron en refrigeración a 4% hasta su procesamiento. ( un máximo

de 24 horas). 

I C- Equipo

Agitadores por vibración Super Mixer; agitadores magnéticos max/ mix

de precisión. Balanzas Mettler, modelo P- 120 L y B. 

Centrífuga Damon IEC modelo PR - 6, 000. 

Cámara de electroforesis con fuente de poder y unidad refrigerante

de Buchler. 

Espectrofotómetro UV - LV Hitachi de Perkin Elmer. 
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Homogeneizador modelo Virtis. 

Horno de presi6n reducida Thelco, modelo 19. 

Liofilizador reducido Virtis

Potenciómetro modelo 3550 de Becl(man. 
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II METODOS

1. _ Procesamiento de Muestras. 

Las próstatas recolectadas fueron tratadas de la forma siguiente: el¡- 

minaci6n del tejido adyacente, obtención del peso y corte en rebanadas

de aproximadamente 2 mm de espesor, agregando 20 m] de solución salina

isot6nica para facilitar la homogeneizaci6n llevada al cabo en un homo- 

geneizador con aspas, de alta velocidad, durante una hora; al terminar

se agregaron 80 m1 de solución salina isotónica para centrifugación a

2, 125xg ( 3000 rpm) a 4' C durante 30 minutos. Los sobrenadantes repirti- 

dos en alicuotas de 5 m1 estuvieron conservados en congelación hasta su

utilizaci6n. 

Todo el procesamiento de muestras fue realizado a 4' C. 

2. Determinaci6n de Protefnas Totales por el Método de Groves ( 20). 

Preparación de Reactivos: 

Acido etilendiaminotetracético amortiguador ( EDTA) imM 0. 416 g/ 1 de H 2 0
Tris HC1 lOmM 1. 211 g/] de H2 0

Briq 36 T lmM 0. 626 911 de H 20

Llevar la solución a un pH= 7. 4 con HC] concentrado. 

Preparación de la curva estándar: 

Se tomaron concentraciones de 10 Vtg/ ml a 100v9 BSA/ ml- de solución sali- 

na isotánica; se llevan a un volumen de 2 m1 con el amortiguador anterior

pH 7. 4) y se agitan. A cada muestra le fueron leidas sus absorbancias a

dos longitudes de onda de 224 y 233 nm en un espectrofot6metro UV - LV. 

Los valores de A Abs contra los lig de BSA fueron llevados a una gráfica. 
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En las primeras seis muestras obtenidas de los homogeneizados de pr6sta- 

tas " normales« humanas, utilizando volúmenes de 10 pl a 100 pl con inter- 

valos de 10 pl de homogeneizado, se determinó el volumen óptimo a utili- 

zar en las mediciones de las proteínas totales, el cual fue 25 ill de

muestra biológica. la muestra de homogeneizado de cada próstata fue lle- 

vada a un volumen de 2 m] con el amortiguador a pH= 7. 4 y se siguió en las

mismas condiciones que en la curva patrón la metodología para la deter- 

minaci6n de proteínas totales. las lecturas de AAbs de los homogenei- 

zados se interpolaron en la curva estándar de BSA, obteniéndose la can- 

tidad de proteínas totales presentes en la muestra. 

3. Determinación de los Porcentajes de Unión. 

Los porcentajes de unión de la 5 ( x DHT- 3H de las proteínas presentes en
los homogeneizados de próstatas " normales" humanas fueron determinados

utilizándose la técnica siguiente: 

En base a la cantidad de proteínas totalespor ii] de homogeneizado, se uti

lizó el volumen necesario de cada muestra ( aproximadamente 2000 iig de

proteina/ volumen). Midiéndose estos volúmenes por triplicado ( confiabili

dad) y agregando a cada uno 5ctDHT- 3H ( aproximadamente 251, 814. 0 dpm
en 5 1, 1), llevándolos a un volumen de 1 m1 con amortiguador RIA y una vpz

agitados se incubaron a VC durante 22 horas. 

Terminada la incubación se agregaron a cada tubo 200 vil de C/ D al 0. 25% 

para centrifugar a 2, 125 x9 durante 15 minutos a 4' C y decantar los so- 

brenadantes a frascos viales, agregándoles 10 m1 de Insta -Gel. Cada

muestra fue contada durante 15 minutos. 
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Cálculo: 

Unión= _Xcpm ( muestra) - Ycpm ( n) 
X 100

Y cpm ( t) 

Preparación de Reactivos. 

a) Amortiguador para Radioinmunoanálisis ( RIA) 

Fosfatos de Potasio 0. 25 M

Gelatina 0. 1 % 

Azida de Na 0. 1 % 

Ajustar a un pH 6. 9 y aforar a 1 lt con H 2 0. 

b) Suspensión de Carbón- Dextrán ( C/ D) 

Carbón 0. 25 9

Dextrán T40 0. 25 9

Suspender en 100 m1 de H 2 0

4. Poza de Harnogeneizados. 

La poza fue formada con homogeneizados de próstatas " normales" hurnanas, 

con muestras que presentaron un porcentaje de unión mayor de] 20%; para

este propósito se tomaron 5 m] de cada sobrenadante de homogeneizados, 

centrifugándolos a 15, 000 xg ( 11, 000 r. p. m.) durante 30 minutos a 40C. 

Estos segundos sobrenadantes fueron recolectados en alícuotas de 5 m]. 

Se determinó la cantidad de protefnas totales en estas muestras por el

método de Groves. las muestras permanecieron congeladas a - 15' C hasta

su utilizacién. 



5. Electroforesis en Medio Alcalino de Disco en Gel de Poliacrilamida

al 7. 7%. ( 21) 

Preparación de Reactivos

1 . HC] 1N 48 m1

Tris 36. 6 g

Temed 0. 23 m1

Ajustar pH a 8. 9 con HCI conc. Aforar a 100 m1 con H 2 0 dest. 

2. Acrilamida 30. 0 9

Bisacrilamida 0. 8 g

Aforar a 100 m] con H 2 0 destilada. 

3. Persulfato de amonio 0. 14 9

Aforar a 100 m] con H20 destilada. 

Nota: se prepara el mismo día en que se va a utilizar. 

4. HC] 1N 48. 00 m1

Tris 5. 98 g

Temed 0. 46 m] 

Ajustar pH a 6. 7 con HCI conc. Aforar con H 2 0 a 100 m]. 

5. Acrilamida 10. 00 9

Bisacrilamida 25. 00 g

Aforar a 100 m1 con H 2 0 destilada. 

6. Ríboflavina 4 mg

Aforar a 100 m1 con H2 0 destilada. 

7. Sacarosa 40. 0 g

Aforar a 100 m1 con H 2 0 destilada. 
Solución amortiguadora. 

Tris 6. 0 g

Glicina 28. 8 9

Ajustar pH a 8. 3. Aforar a 1000 m1 con H2 0 destilada. 
Para usarse se diluye 1/ 10 con H 2 0 destilada. 
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Todas las soluciones anteriores ( excepto la número 7) son filtradas en

papel Vihatman No. 1 y guardadas en un recipiente obscuro a 4oC. 

Indicador del frente lonico. 

1 m1 de Azul de Bromofenol al 0. 001% en etanol. 

Colorante de geles. 

Negro de amidD 1 9/ 100 m] de ácido acético al 7%. 

Polaridad de los geles. 

Polo superior negativo

Polo inferior positivo

Proporción de los reactivos para la preparación de los geles al 7. 7%. 

Gel Espaciador Gel Separador

1 parte de] reactivo No. 4 1 parte del reactivo No. 1

2 partes del reactivo No. 5 2 partes de] reactivo No. 2

1 parte del reactivo No. 6 1 parte de H2 0 destilada
4 partes del reactivo No. 7 4 partes de] reactivo No. 3

Debido a que las concentraciones de] gel espaciador ( T= 5. 0 y C= 2. 5) 

permiten que las proteinas se " organizen" en cuanto a peso molecular y

carga, se utilizó este gel antes del gel separador, en el cual las pro- 

teinas migran a una determinada velocidad dependiendo de sus caracterís- 

ticas fisicoquimicas. 

1£— -- 

T= Acrilamida + Bisacrilamida

100

C= Bisacrilamida x 100
T

13 - 



PREPARACION DE GELES

Los tubos de vidrio para los geles de la electroforesis, tienen una lon- 

gitud de 10 cm. y un diámetro interno de 0. 5 cm., antes de ser utilizados

fueron lavados y tratados con síliclad/ H 2 0 al 1%. 

Gel separador: mezclar

2 m1 del reactivo # 1

4 ml del reactivo # 2

2 m1 de H2 0 destilada

Extraer el aire con vacío y agitación durante 15 minutos. Agregar rápida- 

mente 8 m1 del reactivo # 3 y aplicar vacío durante un minuto. Adicionar

de esta solución 1. 9 m1 a cada tubo de electroforesis y sobre ella unas

gotas de H 2 0 para evitar la formación de menisco en el gel al polimerizar
la solución. 

Gel espaciador: mezclar

1 m] de] reactivo # 4

2 m1 del reactivo # 5

1 m1 del reactivo # 6

4 m] del reactivo # 7

Retirar el H 2 0 de la superficie del gel separador, adicionar 50 jil de la
soluci6n de] gel espaciador, con unas gotas de H 2 0 en su superficie y

efectuar la polimerización en una cámara de LV durante 15 minutos. 
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EGPA

Para determinar el patrón electroforético y los porcentajes de unión de

las proteínas que unen 5 a DHT- 3 H en la muestra individual ( P 4 ) y de la

poza de homogeneizados, se incubaron 880 1, 1 de P 4 con 5 ci DHT- 3 H ( 685 320

cpm/ 20 pl ) y 1350 pl de la poza con 5 aDHT- 3 H ( 856, 650 cpm/ 25 lil) duran- 

te 22 horas con agitación a 4oC. La cantidad adecuada de esteroide ra- 

diactivo utilizado en las incubaciones fue de aproximadamente 90, 000

cpm/ gel, con lo cual se definieron perfectamente los picos de unión de

las proteínas. 

Terminada la incubación, alícuotas de 110 iil de P 4 ( 611. 10 Vig de proteína) 

y 150 u] de poza ( 618. 4 lig de proteina) se adicionaron en frascos viales

y fueron contadas durante 1 minuto con líquido de centelleo -Flúor. A

los homogeneizados restantes se les agregaron por cada 200 Pl de muestra

biológica, 300 m] de C/ D al 0. 125%, centrifugándose la mezcla a 2. 125 xg

3000 r. p. m.) durante 15 minutos a 4' C. Al decantar los sobrenadantes

cuando no se eliminaba completamente el CID, se centrifug6 nuevamente en

las mismas condiciones. 

A los sobrenadantes obtenidos, se les agregó sacarosa, aproximadamente

de] 20 al 301., con el objeto de aumentar sus densidades sin afectar las

propiedades de la unión de las muestras. 

Se aplicaron a cada uno de ocho tubos para electroforesis, cuatro alí- 

cuotas de 110 vi] de] homogeneizado individual P 4 y cuatro alfcuotas de
150 ill de la poza. 

El compartimiento inferior ( electrodo positivo) de la cámara para EGPA, 
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se llenó con amortiguador pH 8. 3 diluído 1/ 10 y una vez preparados los

tubos para electroforesis con gel, se colocaron en el compartimiento su- 

perior ( electrodo negativo), se les adicionó el amortiguador pH 8. 3 di- 

luído 1/ 10 mezclado con 3 o 4 gotas de ABF ( frente i6nico), llevándose

a cabo la elcctrofores4s con una corriente constante de 5 mAmp por gel.. 

Al terminar la electroforesis se midió el volumen total del amortigua- 

dor de! compartimiento superior, tomandose dos alicuotas de 1 m] para

contar la radiactividad como control de la radiactividad que se sale, 

debido a la manipulación de la cámara. A los tubos de la electroforesis

es necesario colocarlos en hielo para enseguida sacar los geles conteni- 

dos en ellos. A los geles de cada muestra se les determinaron las lon- 

gitudes de migración de sus f.¡., bandas visibles y la longitud total

del gel, colocándolos en tubos para congelación rápida en acetona -hielo

seco y así facilitar su corte con un rebanador especial, las rebanadas

fueron obtenidas en forma uniforme con un espesor de 1. 25 mm. Cada re- 

banada fue colocada en un frasco vial, agregándose 5 m] de] líquido de

centelleo -Flúor y transcurridas 24 horas de elución fueron contados du- 

rante un minuto en el espectrofotómetro de centelleo líquido. 

A los geles restantes se les dió el siguiente tratamiento: 

Tinción de los Geles

Colocar los geles en TCA al 10% durante 24 horas, lavar con H2 0 desti- 

lada y teñir con Negro de Amido al 0. 1% en ácido acético al 7% durante

2 horas. Lavar los geles nuevamente con H 2 0 por último agregar ácido
acético al 7%, cambiándolo hasta que se tenga un fondo claro y queden

únicamente teñidas las prote5nas. 
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6. EGPA en Medio Alcalino con Diferentes Concentraciones de Geles, 

para la Determinación de Pesos Moleculares. 

Preparación de los Geles

Seguir el mismo procedimi.ento de] método anterior, as! como las mismas

soluciones, únicamente variando sus proporciones en la preparación de los

geles separadores. 

Concentración al 5% 

Gel separador

1 parte de] reactivo No. 1

1. 2960 partes del reactivo No. 2

1. 7040 partes de H2 0 destilada
4. 0 partes de] reactivo No. 3

Concentraci6n al 77

Gel separador

1. 0 partes del reactivo No. 1

1. 8144 partes de] reactivo No. 2

1. 1856 partes de H2 0 destilada
4. 0 partes de] reactivo No. 3
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Concentración al 7. 7% ( ya descrito) 

Concentración al 9% 

1. 0 Parte del reactivo No. 1

2. 3328 partes de] reactivo No. 2

0. 6672 partes de H 2 0 destilada
4. 0 partes de] reactivo No. 3

Preparar tres geles de cada concentración. 

Obtención de la Curva Estándar para PM de Proteínas. 

La proteína Patrón utilizada fue una muestra comercial de BSA, la cual

después de la EGPA en medio alcalino, presentó 5 bandas. 

La aplicación a los geles en cada concentración ( 5, 7, 7. 7 y 9% ) se hi- 

zo por triplicado, siendo de 200 ilg de BSA/ 100 vi] de solución salina

isot6nica. Una vez desarrollada la electroforesis y teñidos los geles, 

se midieron las distancias de migración de las bandas de proteína y las

distancias de migración de los f.¡. para obtener los datos de las movi- 

lidades electroforéticas relativas. 

Rf= distancia de la migración de las proteínas
distancia de la migración del azul de bromofenol

22) 

La obtención de la curva estándar para la determinación de los PM fue

realizada a partir de una gráfica de Ferguson obtenida con los log Rf

de las diferentes bandas de BSA, contra las concentraciones de los

geles ( 23) y las pendientes de las curvas resultantes, fueron llevadas
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a una gráfica contra los valores de los pesos moleculares conocidos. 

Procedimientos para la Determinación de los Pesos Moleculares de las Pro

teinas que Unen SaDHT- 3 H. 

Con el fin de determinar con exactitud únicamente los PM de las proteinas

que unen 5( 1DHT- 3 H en la poza de homogeneizados del tejido prostáticO

1 norTnal" h umano, se realizó el procedimiento siguiente: 

Incubaci6n de 2, 400 VI de la poza de homogeneizados con SaDHT- 3 H ' 
1, 541, 970 c. p. m./ 45 pl) durante 22 horas a 4' C en agitación constante. 

De la poza incubada se tomaron 2 alícuotas de 50 vi] y a la incubación

restante se le agregó 3, 450 pl de C/ D al 0. 125%, centrifugándose 2 veces

a 2, 125 xig ( 3, 000 rpm) durante 15 minutos a 4% para tinalmente tomar

de] sobrenadante 2 alícuotas de 50 vi]. Las alicuotas tomadas antes y des- 

pués de la incubación fueron contadas para determinar el porcentaje de

esteroide un -ido a la protefna que se va a aplicar al gel. Se preparan

4 geles para cada concentración ( S%, 7%, 7. 7% y 9%) y se aplican a cada

gel 150 Pl de la poza incubada. 

Desarrollo de la electroforesis. 

Medición de las longitudes de migración de las bandas visibles de f.¡. 

y la longitud total de] gel, congelar y rebanar. Las rebanadas colocar- 

las en frascos viales, adicionar 5 m1 de lfíquido de centelleo- Flúcir, 

dejar eluir durante aproximadamente 24- 48 horas y contar la radiactivi- 

dad de cada rebanada. 
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Las gráficas se realizaron con los valores de las dpm contra el No. de

rebanada, localizando en la gráfica los picos de unión de 5aDHT- 3H y

calculándose los Rf de los picos correspondientes a las proteínas que
unen la 5( xDHT- 3H. 

Long. de la Rebanada= Lonq. total de] gel

No. de Reb. totales

Rf= No. de rebanada x Long. de la rebanada
Long. de migración de] f. i. 

La gráfica de Ferguson se construyó con los logarítmos de los Rf contra

las diferentes concentraciones de los geles utilizados. Las pendientes

resultantes de cada curva de las proteínas individuales que unieron

5 otDHT- 3 H se interpolaron en la curva estándar de ASB. 

7. Estandarización de las Proteínas para Pesos Moleculares con SDS

18, 19). 

PreDaraci6n de Reactivos

Usar agua destilada o deionizada) 

la) Amortiguador -Muestra

Mezclar las siguientes sustancias: 

NaH 2 PO 4 ( Anhidro) 0. 34 9; Na 2 HPO 4 ( Anhidro) 1. 02 9; Urea 36. 0 g; 

Azul de brOm0fenol 0. 005 g; 2- Mercaptoetanol 1. 0 ml; ya mezclados

se diluyen con 80 m] de H 2 0. Agregar SDS 1. 0 g, diluir y aforar

a 100 m1 con H 2 0. Ajustar a pH 7. 0 y a 25' C con ácido fosfórico. 

20 - 



la solución es estable por lo menos 2 semanas en refrigeración de 0- 5' C. 

2a) Amortiguador -Gel

Mezcl ar: 

NaH 2 PO4 6. 8 9; Na 2 HPO4 20. 45 g; disolver en 80 m] de H 2 0. Agregar
SDS 2. 0 9; ajustar el pH a 7. 0 a 25' C con ácido fosfórico y aforar

a un litro con H2 0. 
Almacenar en refrigeración de 0- 5% siendo estable para su uso en

ausencia de crecimiento microbiano visible. 

3a) Geles de Acrilamida

Gel al 10%; para su uso con proteinas de PM de aproximadamente

10, 000- 70, 000. 

Para preparar 12 geles, mezclar: Acrilamida, 22. 2 g; NN'- Metilen- 

bis- Acrilamida, 0. 6 9. Disolver y diluir a 100 m1 con H2 0. Elimí- 
nar el material insoluble por filtración. 

La solución es estable durante un mes, conservada en un frasco

obscuro, tapado y en refrigeración de O - 5' C. 

Gel al 5% para su uso con protefnas de PM de aproximadamente

70, 000- 280, 000. 

Para preparar 12 geles utilizar la mitad de las concentraciones

anteriores en el mismo volumen de H 2 0. 

4a) N, N, N', N',- Tetrametilen diamino ( TEMED) - 0. 77 kg/ lt. 

Guardar a temperatura ambiente. 

Sa) Solución de persulfato de amonio. 

Prepararlo el dia de su uso. 
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Disolver aproximadamente 100 mg de persulfato de amonio en 15 m] de

H 2 0. Guardar a temperatura ambiente durante un día únicamente. 

Preparación de Muestras

Preparación de las proteínas patrones para la determinación de pesos mole

culares con SDS. 

TABLA 1

Proteína Concentración Amortiguador Muestra

mg/ ml ( ml) 

Albúmina bovina 1. 5 8. 5

Ovoalbúmina 1. 5 17

Pepsin6geno 5. 0 5

Tripsinógeno 2. 0 12. 5

O- lactoglobulina 1. 0 25

Lisosima 1. 0 25

Las alicuotas pueden ser guardadas a - 20' C para su uso futuro. 

Todas las proteínas deben ser incubadas a 37' C durante dos horas en el

amortiguador -muestra, justamente antes de la electroforesis. 

Muestra aplicada 20 V¡]/ gel . 

Preparación de la muestra biológica ( poza) para la determinación de los

PM desconocidos de las proteínas que unen SaDHT- 3 H. 

Incubación y electroforesis de las muestras. 

Preparar dos incubaciones, la primera con un volumen de 1, 050 vi] de poza

con 20 pl de 5 ccDHT- 3 H ( 685, 320 cpm) y la segunda con 9, 600 v1 de poza
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sin material radiactivo, dejándolas en agitación durante 22 horas a 4' C. 

De la primera incubación, tomar dos alícuotas de 150 pl cada una para

contar. 

Agregar a los homogeneizados restantes 300 lil de C/ D al 0. 125% para cada

200 111 de volumen de muestra. Centrifugar dos veces a 2, 125 x9 durante

15 minutos a 4' C. De la muestra sobrenadante de la primera incubación, 

tomar dos alicuotas de 150 pl para contar. 

Preparar previamente 72 geles al 7. 7% con el método No. 5 descrito ante- 

riormente. 

A las dos íncubaciones, agregarles, sacarosa al 20% del volumen total, 

diluir y aplicar sobre cada una de cuatro geles, 150 lil de muestra de la

primera incubaci6ny a los 68 geles restantes, 150 pl de la muestra de la

segunda incubaci6n ( sin material radiactivo). 

Desarrollar la electroforesis aplicando una corriente constante de SmAmp/ 

gel hasta que el azul de bromofenol ( f.¡) esté a aproximadamente 0. 5- 

1. 0 cm . de] extremo inferior de] gel. 

Para la extracción y separación de las proteínas que unen 5ccDHT- 3 H de
los geles, efectuar los siguientes pasos metodológicos: 

Una vez rebanados los cuatro geles con muestra radiactiva de la primera

incubación, colocarlos en frascos viales con líquido de centelleo -Flúor

y transcurridas aproximadamente 24 horas de elución, contarlos. Hacer
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una gráfica con las dpm obtenidas, contra el número de rebanada para la

localización de las rebanadas donde se encuentren los " picos" de unión

de 5 aDHT_ 3 H. 

Los geles con muestras de la segunda incubaci6n, no radiactiva, rebanar- 

los y concentrar las rebanadas de la No. 1 a la No. 18, la banda visible

y el f.¡. por separado. 

las proteínas de las rebanadas de gel concentradas, eluirlas con H 2 01
durante dos días a 4' C. llevar a liofilizar los eluados y una vez ob- 

tenidos los liofilizados de proteínas, disolverlos en 1 m1 de amorti- 

guador muestra e incubarlos a 37' C durante dos horas para la electrofo- 

resis con SDS. 

Preparación de los geles para electroforesis con SDS. 

Para preparar 12 geles: mezclar 15 m1 de amortiguador -gel ( reactivo 2a); 

13. 5 m1 de acrilamida- gel ( reactivo 3a= 10% o 3a''= 5%). Aplicar vacío

con agitación durante 1 minuto y adicionar 1. 5 m] de persulfato de amo- 

nio ( reactivo 5a), más 0. 05 m1 de temed ( reactivo 4a). Aplicar vacío

durante 15 segundos. 

Agregar de la solución anterior, 1. 9 m] a cada tubo para la electrofo- 

resis, utilizando una jeringa con un tubo de hule largo', introduciéndolo

hasta el fondo del tubo, agregando la solución para desplazar todo el

aire contenido en el tubo y as! evitar que se formen burbujas al políme- 

rizar la solución. Antes de que se forme el gel, aplicar una gota de H 2 0
sobre la solución del gel. 
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ELECTROFORESIS

La realización de la EGPA con SDS, llevarla al cabo en las siguientes con

diciones: 

Diluir 500 m] de amortiguador -gel ( reactivo 2a) con 1000 m] de H20. Decan

tar el H 2 0 de la superficie de] gel y agregar la solución de] amortigua- 
dor hasta llenar el tubo. Colocar los tubos para electroforesis en la cá- 

mara superior y llenar los compartimientos de] aparato de electroforesis

con amortiguador -gel diluido. Bajo la capa de amortiguador ag egar las

muestras sobre el gel. 

Aplicar una corriente constante de 8 mAmp/ gel hasta que el indicador de

ABF esté a 0. 5- 1cm del ánodo o final de cada tubo ( cerca de 5 horas). 

Al término de la electroforesis, sacar los geles y marcar los f.¡. con

un alambre delgado. Teñir los geles con el método de tinción descrito

No. 5) y una vez teñidas todas las bandas, calcular sus Rf midiendo

las distancias de migración de sus frentes i6nicos y las distancias de

migración de las proteinas. 

R = distancia de migración de la proteina
f distancia de la migración de] azul de bromofenol

llevar a una gráfica, los valores de Rf contra el PM conocido, sobre pa- 
pel semilogarítmico. Determinar los pesos moleculares desconocidos, in- 

terpolando los valores de los log Rf de las proteTnas que unieron 5 a. 
DHT- 3 H en las muestras de homogeneizados de próstatas " normales" huma- 

nas. 
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CAPITULO III

RESULTADOS

IIIA) - Procesamiento de Muestras. 

Fueron recolectadas y procesadas 26 muestras de próstatas " normales" 

humanas, con pesos que variaron de 15 a 25 q de las cuales fueron uti- 

lizadas 10 muestras en base a su capacidad de unión. 

IIIB) Determinación de Proteínas Totales. 

En este estudio, se efectuaron los primeros ensayos, con BSA utilizada

para la obtención de la curva estándar en la determinación de las pro- 

teínas totales por el método de Lowry ( 24), obteniéndose una curva li- 

neal ( Fig. 1) de BSA en los límites de 10 lig a 100 lig. Con el objeto

de observar la estabilidad de la reacción colorimétrica, en el método de

Lowry se obtuvo una gráfica de las variaciones de las lecturas de Abs

contra diferentes tiempos ( Fig. 2), donde se observó que a mayor con- 

centración de proteínas y conforme aumenta el tiempo entre las lecturas

de una misma muestra, aumenta la absorbancia de estas. Debido a la va- 

riabilidad observada en el método de Lowry, se utilizó el método de

Groves, para cuantificar proteínas obteniéndose curvas estándares linea- 

les en concentraciones de 10 pq a 100 wg de BSA ( Fig. 3 ). El resultado

fue que las lecturas de Abs no varían después de 48 horas, por lo tanto, 

se decidió utilizar este último método para las determinaciones de pro- 

teínas totales de los homogeneizados de próstata " normal" humana, inclu- 

yendo en cada ensayo junto con las muestras problema una curva estándar
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de BSA. 

En la Tabla II se muestran los resultados promedios de la cuantificación

de las proteínas totales de las muestras que se utilizaron en toda la ex- 

perimentación en base a su mayor porcentaje de unión. 

TABLA II

Determinaci6n de Proteínas Totales por el Método

de Groves" A= 224- 233 nm

Muestra p 3 P4 p 5 p 6 p 7 p 9 p 10 P13

Vg/ pl 6. 92 5. 51 2. 16 4. 0 4. 6 5. 0 4. 8 5. 4

Muestra p 15 p 20 p 21 p 23 Poza Promedio Desviación

Estándar

Vg/ pl 5. 4 5. 2 4. 7 9. 0 4. 70 5. 18 1. 564

Los valores de concentración de las proteínas totales fluctuaron en li- 

mites amplios de 2. 16 a 9. 0 ijg/ iil. 
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II IC) Deteminación de los Porcentajes de Unión de las Proteínas que

Unen 5 aLDHT- 3H. 

TABLA III

Porcentajes de Unión a 5 aDHT- 3H

Muestra V ( Inl ) Unión

p 3 0. 280 22. 4

p 4 0. 360 31. 9

p 5 0. 930 22. 1

p 6 0. 510 21. 0

p 7 0. 430 28. 7

p9 0. 400 20. 8

p 10 0. 420 28. 7

Muestra V ( m1) Unión

p 13 0. 380 25. 6

p 15 0. 380 25. 2

p20 0. 390 22. 2

p 21 0. 430 32. 3

p23 0. 222 22. 0

Poza 0. 426 34. 5

En este experimento ( Tabla III) se obtuvieron valores de] 20 al 30% de

unión con las muestras individuales y a excepción de la PV que presentó
en todas sus determinaciones un porcentaje mayor al 30% de unión, solo la

poza presentó 34. 5% de unión, valor aceptable para la continuación del

estudio. 

11 ID) Electroforesis de Disco en Gel de Poliacrílamida al 7. 7% de T en

Medio Alcalino. 

Este método fue utilizado por considerarlo adecuado para identificar

a Tas proteínas específicas que unen 5 otDHT- 3 H en los sobrenadantes de

los homogeneizados del tejido prostático " nomaV' humano y después de

varios ensayos, para determinar las condiciones óptimas de aplicación de

las muestras ( cantidad, condiciones, etc.), se obtuvieron los siguientes
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resultados: 

TABLA IV

Muestra % Unión cpm

P4 50% 31, 000

Poza 37% 20, 000

En este análisis de la asociación de 5a DHT- 3 H con los sobrenadantes de

los homogeneizados, se demostró la presencia de proteínas con una alta afi

nidad de unión por el esteroide claramente distínguible de la unión albú- 

mina -esteroide encontrada en suero ( 
11. ). La EGPA indicó que la proteína

principal que une 5ctDHT- 3 H se localizaba en las rebanadas No. 15 y 16, 

como se muestra en la Fig. 4 y otras dos proteínas con menor afinidad en

las rebanadas No. 3, 9 y 10. En los patrones electroforéticos también se

observó que en la muestra individual PV existe una mayor afinidad de la
albúmina por la 5 aDHT- 3H con respecto a la que presentaron los otros

picos« de unión y en la poza esta afinidad de la albúmina disminuyó nota- 

blcmcnte. 

IIIE) EGPA para la Determinación de los Pesos Moleculares con Diferentes

Concentraciones de Geles en Medio Alcalino., 

Curva estándar de BSA para PM de proteínas. 

En la Fig. 5, se presentan las bandas de BSA que resultaron de la EGPA

en medio alcalino. Se obtuvieron cuatro bandas en el gel de] 5% y 5 ban- 

das en los geles al 7%, 7. 7 y 9% de T. 

En la Fig. 6 son mostradas las gráficas de Ferguson de los log Rf de las
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Fig. 6

Curva patr6n de los log de las movilidades electroforé- 

ticas ( log Rf ) de los agregados moleculares de albúmina
sérica bovina ( BSA) contra concentraciones variables de

gel ( curva de Ferguson). Albúmina: monómero; 3a, dfmero; 

2a, trímero; la. tetrámero. 
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bandas de BSA A, - A 5 en función de la concentración de] gel. La Tabla V

muestra las cifras de las movilidades electroforéticas de los polímeros

de BSA en EGPA a diferentes concentraciones de T y sus pendientes resul- 

tantes de las curvas de Ferguson. 

TABLA V

Rf

T 5% 7% 7. 7% 9% m

BSA

A 2 132, 000

Trímero A 3 198, 000

A 1 0. 9222 0. 6924 0. 6601 0. 5199 0. 8797

A2 0. 7317 0. 4717 0. 4045 0. 3041 0. 8238

A3 0. 5933 0. 3316 0. 2705 0. 1853 0. 7460

A4 0. 4879 0. 2190 0. 1655 0. 0983 0. 6881

A 5 0. 4064 0. 1667 0. 1220 0. 0684 0. 6275

la gráfica de la Fig. 7 muestra los valores de m en función de los PM

mostrados en la Tabla VI. 

TABLA VI

Protefna Abreviatura PM

BSA Monómero A 1 66, 000

Mmero A 2 132, 000

Trímero A 3 198, 000

Tetrámero A4 264, 000

Pentámero A5 330, 000
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Determinaci6n de los pesos moleculares de las proteínas que unen 5 (% DHT- 3 H
del homoqeneizado prostático. 

Los resultados mostrados en la Fig. 8, son las tinciones de los geles de

cada concentración ( 5%, 7%, 7. 7% y 9% de T) de la EGPA alcalina, donde

aparecen los desplazamientos cada vez mayores de las proteínas de la poza

de homogeneizados a medida que disminuye el tamaño de] poro de] gel. 

En los patrones electroforéticos de las proteínas que unen 5 aDHT- 3 H, ob- 
tenidos de las EGPA alcalinas con 4 concentraciones diferentes de gel, se

definieron 4 picos de unión de 5 aDHT- 3 H, ( Fig. 9) cuyos valores de Rf

se resumen en la Tabla VII. 

TABLA VII

T 5% 7% 7. 7% 9% m

Pico de
Unión

10 0. 1663 0. 0761 0. 0578 0. 0348 0. 6763

20 0. 3253 0. 1628 0. 1277 0. 0814 0. 7072

30 0. 4619 0. 3127 0. 2728 0. 2117 0. 8227

Alb 0. 9089 0. 7036 0. 6541 0. 5447 0. 8798

De las gráficas de Ferguson representadas en la Fig. 10, se determinaron

los valores de las pendientes de las curvas lineales, los cuales se inter

polaron en la curva estándar de BSA ( Fig. 7), para la obtención de los

siguientes valores ( Tabla VIII) de pesos moleculares para las proteínas

que unieron 5 aDHT- 3 H en los sobrenadantes de homogeneizados de prósta- 

tas " normales" humanas. 
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BSA

DENSIDAD DEL GEL % T

Fig. 10

Curva patrón de Ferguson construida con los log de las mo- 

vilidades electroforéticas ( loq Rf ) de las proteínas que
unieron 5 aDHT- 3 H en la poza de homogeneizados de] tejido

prostático " normal" humano a diferentes concentraciones

de gel ( 5%, 7%, 7. 7% y 9%). A: albúmina; B: tercera pro- 

teína; C: segunda proteina; D: primera proteína. 

41 - 



TABLA VIII

Pesos Mol ecul ares de las Proteínas que unen 5 a DHT- 3H en los sobrenadan - 
tes de la Poza de Homogeneizados de] Tejido Prostático " Normal" Humano. 

Proteínas Peso Molecular

Primera 276, 102. 0

Segunda 241, 186. 0

Tercera 110, 678. 0

Albúmina 65, 542. 0

IIIF) Estandarización de Proteínas para la Determinación de Pesos Molecu- 

ares con la Técnica de EGPA con SDS, 

Para la obtención de la curva de PM de proteínas, utilizando la técnica de

la EGPA al 10% de T y en presencia de] detergente ani6nico, dodecil sulfa- 

to de sodio ( SDS), fueron utilizadas 7 proteínas con pesos moleculares ya

caracterizados. 

La Fig. 11 muestra la gráfica en papel semilogarítmico, de una curva un¡ - 

forme de los PM de las proteínas conocidas contra sus movilidades electro- 

foréticas, teniéndose en la Tabla IX los valores para la curva estándar

de los pesos moleculares en EGPA con SDS al 10% de T. 
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Fig. 11

Curva patrón de o.roteínas de pesos moleculares conocidos

desarrolladas en la electroforesis alcalina de disco con

dodecil sulfato de sodio. 
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TABLA IX

Proteina PM X lo- 4 Rf

Hemocianina 7. 00 0. 2134

BSA Mon6mero 6. 60 0. 2356

Oroalbúrnina 4. 50 0. 3799

Pepsina 3. 47 0. 4779

Tripsin6geno 2. 40 0. 6168

O- lactoglobulina 1. 84 0. 7170

Lisosima 1. 43 0. 8120

los valores de los Rf obtenidos para las proteínas que unieron Sa DHT- 3 H
después de la EGPA al 10% de T con SDS ( Fig. 12) no se pudieron interpo- 

lar dentro de la curva estándar de proteínas por tener distancias de mi- 

gración muy pequeñas en este sistema. 

1

El ensayo anterior se realizó al 5% de T, con las proteínas est¿ndares

de la Tabla IX, la curva obtenida con los Rf de las bandas de los monóme- 
ros de las proteínas después de la EGPA con SDS al 5% ( Fig. 13) es lineal

pero lo que se intentó fue tratar de obtener una curva con los Rf de po- 
4

límeros de estas proteínas para PM mayores de 10 x 10 . los Rf obtenidos

de estos polímeros dan una curva no lineal con la cual no se puede hacer

una interpolación de los Ri, de - las proteínas desconocidas, no pudiéndose

obtener ningún resultado de los pesos moleculares de estas proteínas que

poseen un peso molecular mayor de 10 x 10 4 con el método de EGPA con do- 

decil sulfato de sodio. 
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CAPITULO IV

DISCUSION

En el estudio de las muestras recolectadas de próstatas " normales" huma- 

nas, no fue encontrada ninguna correlación entre la edad del individuo, 

la concentración de proteínas totales/ pl y el porcentaje de unión de

5 ccDHT- 3 H; por ejemplo, las muestras PV p 7 y PlO' pertenecientes a in- 

dividuos con edades de 60, 40 y 30 años respectivamente, presentaron por

centajes de unión muy semejantes ( Tabla III) y por otra parte las [ Ques- 

tras que contienen 2. 16 y 9. 0 pq de proteína/ vi] de homogeneizado, poseen

ambas un porcentaje de unión de] 22%. 

En la determinación de ¡ as proteínas totales de llos homogeneizados de

próstatas " normales" humanas, se intentó utilizar el método de Lowry ( 24) 

pero no obstante que este método es sensible en el orden de microgramos

y relativamente no afectado por ácidos nucléicos presentó variaciones en

las lecturas de absorbancia de las alfcuotas de una sola muestra tomadas

a diferentes tiempos ( Fig. 2), según reportes realizadus por Groves, 

Bavis y Sells ( 20), el método de Folin -Lowry, tiene las desventajas si- 

guientes: es inexacto en presencia de sulfato de amonio, guanina, glicina

y otros materiales biológicos y además la suma de color varia con dife- 

rentes proteínas, no siendo estrictamente proporcional a la concentración

de las mismas. Debido a estos inconvenientes se utilizó para la determi- 

nación de proteínas totales el método reportado por Groves, cuyos resulta

dos indican que con la selección adecuada de dos longitudes de onda

isoabsorbancia) en los limites de 2240 A a 2400 A se pueden medir canti

dades hasta deijg de proteinas con adecuada exactitud, en presencia de
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ácidos nucléicos. En síntesis, las ventajas que presenta este método son: 

la factibilidad de realizar determinaciones rápidas de concentraciones de

proteínas de 5 a 100 pg; permite el uso de cualquier sistema amortiguador

excepto los que contengan grandes cantidades de compuestos que absorban la

luz en la región señalada, elimina la absorción interferente debido a la

presencia de ácidos nucléicos y permite el examen subsecuente de otras pro

piedades de la muestra, por ejemplo: radiactividad, actividad inmunoliligi- 

ca, actividad enzimática, etc. 

La identificación de un receptor de esteroides en un tejido depende de la

demostración reproducible de una alta afinidad con niveles variables en

capacidad de la proteína por el esteroide, siendo posible diferenciar las

propiedades fisicoquímicas de estas proteínas. según Geller, Thomas y

Albert ( 20), los receptores de andrógenos deben ser diferentes de la

TeBG sérica ( globulina con capacidad de unir testosterona y estradiol), 

sin embargo, algunos investigadores informan ( 21) que los " picos" de unión

encontrados en electroforesis y gradientes de sacarosa por ultracentrifu- 

gación de la proteína que une especificamente SotDHT- 3H en próstata huma- 
na con hipertrofia benigna eran similares a los encontrados en suero san- 

guíneo para la hormona sexual unida a globulina, no habiéndose determina- 

do las características fisicoquimicas de estos complejos esteroide- pro- 

teina. 

La electroforesis alcalina en gel de poliacrilamida de disco al 7. 7% de

T que se realizó a la poza de homogeneizados de próstatas " ncirmales" hu- 

manas incubada con el esteroide radiactivo después del tratamiento con

Carbón/ Dextrán, con lo cual se eliminó la radiactividad no unida en for- 

ma específica evidenció la existencia de cuatro proteínas que unieron
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5 et DHT- 3 H, presentando algunas diferencias en sus propiedades fisicoquf- 

micas como son el peso molecular y el Rf representadas en la Fig. 4, don- 
de encontramos dos " picos" de unión con Rf = 0. 0578 + 0. 0127 y R f = 0. 1277

0. 006, los cuales no presentaron ninguna semejanza en caracterfsticas

fisicoqufmicas con las proteinas plasmáticas que unen andr6genos, repor- 

tadas hasta la fecha; es obvio un tercer " pico" de unión que presenta

una gran afinidad por la 5 aDHT- 3 H con baja capacidad de unión y Rf = 
0. 2728 + 0. 0148 ( en gel al 7. 7%) y de 0. 3127 + 0. 009 en el sistema de

electroforesis al 7% de T, siendo este último similar al R f de 0. 32 en
este sistema para la TeBG sérica caracterizada por Hansson ( 22); Cor - 

vol ( 23) y corroborado en este laboratorio. El cuarto " pico" de unión en- 

contrado con R f de 0. 6541 + 0. 013 correspondió a la albúmina plasmática

revelando una alta capacidad de unión. 

En el transcurso de] estudio encontramos por un lado que a mayor tiempo

de congelación de los homogeneizados, la afinidad de las protefnas que

unen 5 oLDHT- 3 H, disminuyó notablemente y por otro, la afinidad de la al- 

búmina para 5 aDHT_ 3H se encontró disminuida en la poza de homogeneiza- 

dos en relación con la muestra individual, por lo que suponemos que la

centrifugación de 15, 000 x9 ( 11, 000 rprn) aplicada a la poza elimin6 par- 

ticulas conteniendo gran cantidad de albúmina pudiéndose deber además

a que al formarse la poza se unifor7niz6 en menor cantidad de concentra- 

ci6n de TeBG, albúmina, etc., presentes en las muestras individuales. 

los estudios realizados en EGPA para la determinación de pesos molecula- 

res ( 24), confirmaron que es una metodologfa conveniente para nuestros

propósitos, ya que pueden ser determinados los pesos moleculares de mi- 

crocantidades de protefnas en una mezcla. Mediante este método se deter- 
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minó la relación entre los pesos moleculares y la movilidad electroforé- 

tica, minimizando la diferencia de carga al utilizar estándares de

series multiméricas de proteínas y geles de diferente tamaño de poro o

tamiz. En la actualidad es difícil saber porqué las proteínas que di- 

fieren mucho en composición de aminoácidos y en consecuencia en sus pun- 

tos isoeléctricos siguen un patrón general en este sistema, siendo una

posible explicación que el efecto tamizante de] gel, el cual es una fun- 

ción exponencial, contrarreste el efecto de la carga. 

En la Fig. 5 se muestran las movilidades electroforéticas relativas de
los agregados moleculares de BSA en EGPA en cuatro concentraciones dife- 

rentes de gel, determinándose por este método, los pesos moleculares de

las proteínas que unen 5aDHT- 3 H en el sobrenadante de los homogeneiza- 

dos del tejido prostático " normaV humano, encontrándose entre pesos mo- 

leculares de 65, 500 a 271, 000, los cuales presentaron una relación lineal

con las pendientes resultantes de las curvas de Ferguson. 

El método reportada por Weber y Osborn ( 19), para la obtención de los

pesos moleculares tiene como fundamento la ruptura de uniones, tales como

puentes de H, mediante la unión de iones dodecil sulfato a las proteínas

lográndose así la separación de las proteínas desnaturalizadas en elec- 

troforesis en gel de poliacrilamida, asumiéndose que la carga individual

inherente a cada proteína fue totalmente cambiada por la unión de anio- 

nes del SDS, volviendo todas las moléculas con carga negativa. La elec- 

troforesis en gel - SDS al 10% y 5% di6 excelentes resultados para pro- 

teinas de pesos moleculares entre 15, 000 y 70, 000 ( Fig. 11 y 12). La

dificultad se presentó al tratar de determinar en las proteínas que unen

5 cc DHT- 3 H con pesos moleculares mayores siendo los valores de Rf bajos

50 - 



a este pH, y desnaturalización de estas proteínas. 
Para obtener los pesos

moleculares de las proteínas que unen 5 ct DHT- 3 H , se efectuó previamente

una semipurificación de estas, en EGPA alcalina a pH 8. 3, en la cual es- 

tas proteínas no perdieron su actividad ( capacidad de uni6n). Mediante

este procedimiento fueron obtenidos resultados positivos, 
las proteínas

separadas, una vez eluídas de sus respectivas rebanadas de] gel y liofi- 

lizadas fueron desarrollados nuevamente en EGPA al 10% y 5% de T con

SDS. Estas proteínas debido a sus pesos moleculares elevados y tal vez

al pre -tratamiento utilizado ( concentración de sales, debido a la liofi- 

lización), presentaron una gran resistencia de migración en este sistema

por lo que se infiere que para la aplicación de] método EGPA- 5DS en la

determinación de los pesos moleculares de las proteínas que unen 5otDHT~ 

3H es necesario encontrar un tratamiento más adecuado para la purifica- 

ción de las proteínas de] tejido prostático " normal" humano con la uti- 

lización de estándares de BSA ( dfmero, trírpero, tetránero, etc.) en ge- 

les al 5% de T o patrones de proteínas con pesos moleculares mayores de

70, 000. 
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CONCLUSIONES

Para la determinación de las propiedades fisicoquímicas de las proteínas

especificas que unen 5 01DHT- 3 H en homogeneizados de próstata " normal" 

humana, es conveniente realizar una purificación de ellas, con elimina- 

cíón de la albúmina plasmática puesto que su interferencia es muy ele- 

vada, por ser una proteina inespecífica con gran capacidad de unión. 

Con la utilización de la EGPA fue factible obtener las diferencias en

los R f de las proteínas que unen esteroides y determinar los pesos mo- 
leculares utilizando diferentes concentraciones de geles, siendo un pro- 

cedimiento confiable para la caracterización preliminar de los compo- 

nentes protéicos de una mezcla, dentro de amplios límites de pesos mo- 

leculares. 

La EluPA con dodecil sulfato de sodio puede ser usada con confiabilidad

para una gran variedad de proteínas con pesos moleculares entre 15, 000

70, 000, siendo principalmente adecuado para el cálculo de pesos molecu- 

ares de proteínas individuales. 
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ABREVIATURAS GENERALES

Abs Absorbancia

ABF Azul de bromofenol

Ae Actividad especifica

b Intersección con el eje de las ordenadas

C Entrecruzamiento ( N, N'- Metilen- diacrilamida) 

C i Curies

C/ D Suspensión de Carbón- Dextrán

cpm cuentas por minuto

CR Coeficiente de Regresión

DO Densidad óptica

dpm Desintegraciones por minuto

E Eficiencia

EGPA Electroforesis de disco en gel de poliacrilamida

f.¡. Frente iónico

x g Fuerza gravitatoria

109 Logaritmo

LV Luz visible

Longitud de onda

m Pendiente

mA Miliamperios

n Control radiactivo tratado con carbón

nm Nanometro ( 10- 9 metros) 

p Homogeneizado de tejido prostático " norrr.al" humano

PM Peso molecular

R Referencia

53 - 



Rf Movilidad relativa

RIA Radioinmunoanálisis

rpm Revoluciones por minuto

T Acri ] ami da

t Control radiactivo sin tratamiento con carb6n

ljg Microgramos ( 10- 6 gramos) 

jil Microlitros ( 10- 6 litros) 

UV luz ultravioleta

Y Promedio
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