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INTRODUCCION

Las biomoléculas pueden clasificarse e¢n informacionales y no
informacionales. En este Ultimo grupo se encuentran los azlcares y las
grasus mientras que las moléculas informacionales son: las proteinas,
los dcidos nucleicos y las hormonas esteroides., La gran versatilidad
y especificidad de las hormonas esteroides implica que un cambio tan
sutil como la introduccidn o carencia de un oxigeno o un hidrdgeno

modifique sustancialmente su actividad biolédgica.

En el caso de los estrdégenos su elaboracién por los ovarios
es compleja y su caracter fenolico los distingue claramente del resto
de las hormonas. Por este motivo son moléculas capaces de modificar la
actividad genética (son conductoras de informacidn) en cantidades cir-
culantes extremadamente pequerias, del orden de picogramos, mientras que
otros esteroides tales como corticoides o progestdgenos necesitan con-
centraciones 10 a 100 veces mayores para inducir cambios a nivel de sus
células efectoras. Estas caracteristicas posiblemente se relacionen con
algunas peculiaridades de los receptores estrogénicos que en el curso
evolutivo han sido sometidos a variaciones ciclicas: diurnas, estrales,

4 ’
menstruales o aun mas prolongadas.

De all{ el caracter altamente regulatorio de los receptores

estrogénicos que sirvid de base a los trabajos aqui presentados, y que



utilizamos como hindtesis para explorar la modulacidn de los receptores

en diversas situaciones experimentales.



I. RESENA ANATOMICA Y FISIOLOGICA SOBRE LA UNIDAD HIPOTALAMO-HIPOFISARIA

1. Hipdfisis. Datos anatomo-fisioldgicos

La hipéfisis es una gldndula endocrina de origen ectodérmico,
situada en la silla turca del esfenoides y sep;rada del crdneo por una
delgada membrana (diafragma hipofisario), la cual es atravesada por un
tallo delgado (tallo hipofisario) que une la gldndula con el hipotdlamo.
La hipdfisis tiene un doble origen embrioldgico: el ectodermo general y
el ectodermo neural, Esto origina dos partes principales completamente
distintas: a) la adenohipéfisis, de origen epitelial, que deriva de 1la
bolsa de Rathke (evaginacién del ectodermo de la regidén bucofarfingea
primitiva) y b) la neurohipéfisis, que proviene de una evaginacidn del
piso del diencéfalo. La adenohipdfisis estd formada por la pars distalis,
la purs intermedia y la pars tuberalis (que es una pequefia porcién del
16bulo anterior que se extiende hacia arriba para adosarse en forma de
collar al piso del diencéfalo). La neurohipéfisis comprende el proceso
infundibular y el tallo neural o infund{bulo, Este, a su vez, se halla
constituido por el tallo infundibular y la eminencia media, que cierra
por su cara ventral al receso infundibular del tercer ventriculo. El ta-
11lo hipofisario estd formado por el tallo neural junto con las porciones
de la adenohipéfisis que lo rodean (Figura 1-1),

El siguiente es un esquema de las principales divisiones:
1) Pars distalis
Adenohipéfisis 2) Pars tuberalis

3) Pars intermedia
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Figura 1-1: Esquema de las divisiones de la hipdfisis. La adenohipdfisis

estd formada por: la pars tuberalis, la pars intermedia y la
pars distalis. La neurohipdfisis comprende el proceso infundibular y el
tallo neural o infundibulo, formado a su vez por el tallo infundibular
y la eminencia media. El tallo neural y la porcidn de adenohipéfisis que

lo rodea constituyen el tallo hipofisario ( 1 ).



1) Proceso infundibular

Neurohipdfisis J
2) Tallo neural o a) Tallo infundibular

infundibulo b) Eminencia media

~

La neurohip8fisis se encuentra directamente conectada con el
hipotdlamo por medio de los axones nerviosos que vienen desde los ni-
cleos supradptico y paraventricular y corren a lo largo del tallo hipo-
fisario. A través de estas vias se transladan productos hormonales que

segregan las neuronas (neurosecrecidn) para ser almacenados y liberados

en la neurohipdfisis.

a) Irrigagién

La hipdfisis recibe una rica irrigacién sangufnea por una se-
rie de arterias que nacen dé la carétida interna (Figura 1-2). La neuro-
hipdfisis es irrigada directamente por medio de las arterias hipofisa-
rias inferiores que se capilarizan en la glédndula. En estos capilares
terminan los axones del sistema supradptico y paraventricular. La pars
distalis y la pars intermedia reciben sangre de las arterias hipofisa-
rias superiores, que se capilarizan a nivel de la eminencia media y
constituyen el plexo capilar primario del sistema porta hipofisario.
Estos capilares contactan con axones de neuronas del hipotdlamo basal
medio (drea hipofisotropa y niicleo arcuato). De estos capilares se for-

man los vasos portales largos, que descienden a lo largo del tallo



Cl

Figura 1-2: Irrigacién de la hipdfisis. Cardétida interna (C.I.), arterias
hipotaldmicas superiores (A.H.S.), eminencia media (E.M.),
plexo capilar primario del sistema porta hipofisario (P.1), nidcleo arcua-
to (N.A.), vasos porta largos (V.P.L.), pars distalis (P.D.), pars inter-
media (P.I.), plexo capilar secundario del sistema porta hipofisario (P.2),
venas hipofisarias (V.H.), senos cavernosos (S.C.), arterias hipotaldmicas
inferiores (A.H.I.), nlicleo supraéptico (N.S.0.), nicleo paraventricular
(N.P.V.), arteria de la trabécula (A.T.), vasos porta cortos (V.P.C.),

quiasma Sptico (Q.0.), tercer ventriculo (III V.) (1 ),
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hipofisario y se capilarizan en la pars distalis y pars intermedia for-
mando un plexo capilar secundario del sistema porta hipofisario. De es-
te sistema capilar y del sistema de la neurohipdfisis salen las venas
hipofisarias que drenan en los senos cavernosos. Los vasos portales
cortos pasan de la neurohipdfisis hacia la pars distalis donde terminan

anastomosdndose con los capilares adenohipofisarios.

b) Citofisiologfa de la hipdfisis

Las células adenohipofisarias se pueden clasificar segin
diversos criterios: afinidad tinctorial, inmunoflorescencia y micros-
copfa electrdnica. Actualmente se sustenta la idea que cada hormona se

secreta por un tipo de célula especializada.

Las células se dividen en croméfilas o croméfobas, segin ten-
gan a no afinidad por los colorantes. Dentro de las croméfilas, aquellas

que se tifien con colorantes écidos, acidéfilas o eosindfilas, o con co-
lorantes bdsicos, baséfilas.

Las células acidéfilas, que son las predominantes, segregan
somatotrofina, contienen grédnulos entre 300 y 400 mu de diamétro y au-
mentan durante el crecimiento. En la rata y en la vaca existen células
parecidas, con menos grénulos y mds grandes, entre 600 y 700 mu, encar-
gadas de secretar prolactina. Estas células aumentan en nimero y tamafio
durante el embarazo y lactancia. Las células baséfilas con grénulos de

150 mu, se han relacionado con la secrecién de tirotrofina, constituyen



el 2-4% de las células parenquimatosas de la adenohipéfisis de la rata
y eumentan en niimero y tamafio luego de la tiroidectomfa. Otras baséfi-
las con grdnulos algo mayores, 200 mu, se relacionan con la secrecidn
de gonadotrofinas: hormonas luteinizante y foliculoestimulante. Las cé-
lulas luteinizantes aumentan de tamafio al finalizar la fase estrogénica
y persisten en la progestacional; las foliculoestimulantes aumentan de
tamafio en la primera fase del ciclo sexual. Las células corticotropas
son probablemente basdfilas, aunque en algunas situaciones patolégicas
la hormona podria ser segregada por células croméfobas; constituyen el

4% de la poblacidn total y aumentan durante el estrés crdnico.

Las células de la pars tuberalis no se diferencian de aque-

llas de la pars distalis.

En la pars intermedia existen células productoras de hormona
melanocitoestimulante (MSH) con grédnulos secretorios pdlidos. Estudios
de Porte y col. ( 2 ) demostraron la presencia de células de cortico-

trofina en la pars intermedia de varias especies de mamiferos.

La neurohip8fisis estd constitufda por neuroglfa, fibras y
células nerviosas. Las fibras amielinicas comunican la neurohipéfisis
con las neuronas de los nidcleos hipotaldmicos, supradptico y paraven-
tricular. Estos axones transportan las neurohormonas: vasopresina o

antidiurética y oxitocina.

Las hormonas adenohipofisarias son sintetizadas en los ri-



bosomas del reticulo endoplasmdtico rugoso, pasan por las cisternas del
reticulo y son transportadas al aparato de Golgi en vesiculas pequefias.
En las cisternas de los sdculos aplanados del aparato de Golgi se con-
densan los productos secretorios, desde donde,los grénulos rodeados de
membrana se mueven al citoplasma y se funden con otros para formar un
gran grédnulo maduro. Cuando se produce una liberacidén masiva de hormona,
se libera el producto secretorio en el espacio perivascular, con mante-
nimiento de su estado de agregacidén, mientras que la membrana limitante

queda formando parte de la membrana plasmética. Este proceso se denomi-
na exocitosis.

Una vez terminado el periodo de gran actividad, la célula re-
gula el exceso de hormona acumulada y de organelas. Esto se lleva a ca-
bo por autofagia. En las cédlulas prolact{nicas de rata se describid un
mecanismo de regulacién del cual participan los lisosomas. Se detectd
la presencia de fosfatasa dcida y enzimas hidrolfticas contenidas en

estos organoides, que contribuyen a la degradacién de la hormona acumu-

lada y de las organelas celulares superficiales (Figura 1-3) ( 3 ).

¢) Hormonag hipofisarias. Funcién

Las hormonas hipofisarias clasificadas en adeno y neurohipo-

fisarias son las siguientes:
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Espacio perivascular Lédminas basales
Endotello

Célula somatotropa

Célula prolactlnica

célula prolactinica

Figura 1-3: Diagrama que muestra la relacidn entre una célula secretoria
y un capilar en hipdéfisis de rata. El proceso secretorio se
ilustra en una célula prolactinica: 1) deposicidén de los polipéptidos en
las cisternas del reticulo endoplasmdtico; 2) transporte de los polipép-
tidos en ves{culas al aparato de Golgi; 3) condensacidén de los polipép-
tidos y formacidén de grdnulos en los -sdculos de Golgi: 4) liberacién des-
de el aparato de Golgi de los grdnulos rodeados por membranas; 5) coa-
lescencia de los grdnulos; 6) movimiento de grdnulos hacia la perisfe-

ria; 7) extrusidén de los grdnulos por exocitosis. 6a) y éb) autofagia (4 ).

-1 -



a) Corticotrofina (ACTH)

b1) Foliculoestimulante (FSH)
b) Gonadotrofinas

b2) Luteinizante (LH)

A) Adenohipofisariasﬁ ¢) Prolactina (PRL)

d) Somatotrofina (STH)

e) Tirotrofina (TSH)

L f) Melanocitoestimulante (MSH)

a) Vasopresina

B) Neurohipofisarias{
b) Oxitocina

~

a) Corticotrofina: Es un polipéptido de cadena lineal con un peso mole-
cular de 4 500 conteniendo 39 aminodcidos. Actda estimulando la fraccidn
glucocorticoide y androgénica de la corteza suprarrenal e incrementan-
do la sintesis de proteinas totales, o sea que la ACTH produce un efec-

to trdpico sobre la produccién de esteroides y tréfico sobre el tejido
adrenal,

b) Gonadotrofinas: Producen la maduracidén de los testiculos infantiles,
impulsando tanto la espermatogénesis como la migracién testicular y en
la mujer influyen sobre la funcidn y maduracidén del ovario. Ambas son
glucoproteinas con pesos moleculares aproximados de 30 000 (FSH) y

40 000 (LH), que varian segin las especies. La FSH estimula en la mujer
la ovulacién y la maduracidn folicular y en el vardén la espermatogénesis.

La LH desarrolla el cuerpo liteo y en el hombre la produccidén de testos-
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terona por el testiculo, la cual a su vez mantiene la espermatogénesis
y activa el desarrollo de los drganos sexuales accesorios, tales como

el conducto deferente, prdstata y vesiculas seminales.

c) Prolactina: Es una protefna de peso molecular 23 000 y de gran varie-
dad de funciones. Una de las principales acciones fisioldgicas consiste
en estimular la produccidén ldctea. Su secrecidén se estimula por un re-

flejo neurohormonal a partir de la succidén del pezdn mamario.

d) Sometotrofina: Es un polipéptido de 190 aminodcidos y peso mole-
cular 21 500. Tiene marcados efectos anabdlicos y sobre el crecimiento
dseo y en consecuencia determina el incremento sobre el crecimiento
total, Estimula la sfintesis global de protefnas lo cual da como resul-
tado una retencidén nitrogenada. Retiene ademds potasio, sodio, cloro y

fésforo. Es ligeramente lipolftica y tiene efectos diabetdgenos.

e) Tirotrofina: Es una glucoprotefna con un peso molecular aproximado
de 28 000. Estimula el crecimiento de la tiroides favoreciendo una ma-

yor absorcidn de yodo y la sintesis de las hormonas tiroideas.

f) Melanocitoestimulante: Es un péptido de estructura similar al ACTH.
Seglin su estructura quimica se distinguen dos tipos de hormona: -MSH
con una secuencia idéntica al ACTH en sus primeros trece aminodcidos y

la (b-MSH. Es estimulante de la pigmentacién cutdnea melandgena.

La vasopresina y la oxitocina son octapéptidos con un peso

molecular aproximado de 1 200. La vasopresina u hormona antidiurética

- 13 -



reduce la secrecidn urinaria por reabsorcidn acuosa a nivel de los tu-
bulos renales. En dosis farmacoldgicas eleva la tensidén arterial por su

efecto constrictor sobre los vasos sanguineos perisféricos.

La oxitocina provoca la contraccidn del ldtero y la expulsién
de la leche por contraccién de las células mioepiteliales de los acinos

de la glédndula mamaria.

2, RESENA ANATOMICA DEL HIPOTALAMO

El hipotdlamo es la regidén ventral del diencéfalo que rodea
a la cavidad del tercer ventriculo, en estrecha relacidn con la hipéfi-
sis. Su origen es diencefdlico casi en su totalidad. Comprende la zona
gris que rodea a las paredes del tercer ventriculo en su porcién mds
ventral, por debajo del surco hipotaldmico, que es una hendidura hori-
zontal situada en la superficie del tercer ventriculo y que constitu-
ye el 1imite dorsal. El 1{mite anterior estd dado por un plano frontal
que pasa por delante del quiasma éptico y el posterior por un plano
vertical que pasa inmediatamente por detrés de los cuerpos mamilares.
Lateralmente estd limitado por un piano imaginario anteroposterior que
pasa por fuera de los pilares anteriores del fornix. Ventralmente estd
delimitado por una delgada pared en forma de embudo (infundibulum) que
se prolonga hacia abajo en el tallo hipofisario y en el proceso infundi-
bular de la neurohipéfisis. Entre el infundfbulo y el tallo pituitario

exlste una pequefia prominencia: la eminencia media del tuber cinereum.

-1 -



Esta zona de tejido nervioso estd constituida por una zona dorsal,
subependimaria o interna que contiene los axones amielinicos neurose-
cretorios del sistema supradptico-paraventriculo-neurohipofisario y una
zona externa o fibrosa que contacta con los capilares primarios del sis-

tema porta-hipofisario.

Las neuronas hipotaldmicas que forman agrupaciones celulares
bien caracterizadas reciben el nombre de niicleos mientras que los sec-

tores con una clara delimitacidn citoarquitectdnica se denominan édreas.

Segln Le Gros Clark ( 5, 6 ) se puede dividir el hipotdlamo
en tres regiones frontales en las cuales se incluyen los nicleos y dreas
hipotaldmicas. Estas son: la zona predptica, la zona tuberalis y la zo-
na mamilaris. La regidén predptica incluye: las dreas predptica e hipota-
1émica anterior con pequefias neuronas de escaso material baséfilo y gran
cantidad de vesfculas visibles al microscopio electrénico: el nicleo
supradptico que cabalgando sobre el extremo lateral del quiasma se ex-
tiende anteroposteriormente j estd compuesto por grandes neuronas con
material Gomori positivo. Los axones que se originan en estas células
atraviesan la zona interna de la eminencia media y terminan en la neu-
rohipéfisis (haz supradptico-neurohipofisario). El nicleo paraventri-
cular se halla en posicidén dorsal y posterior con respecto al supradp-
tico; las fibras amiel{nicas que se originan en este nicleo (haz para-
ventriculo-neurohipofisario) se dirigen también a la eminencia media.

El nicleo supraquiasmdtico estd constituido por neuronas con citoplas-
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ma claro que se extiende lateralmente al extremo ventral del tercer
ventrfculo. Este se encuentra rodeado por un conjunto de pequefias neu-

ronas que constituyen el nidcleo parvocelular periventriculer (Figura 1-4).

En la regién tuberal hipotaldmica se encuentran las dreas
hipotaldmicas lateral y dorsal, con neuronas medianas, Por fuera de la
capa ependimaria del tercer ventriculo se situan los nidcleos dorsomedia-
no y ventromediano. El nicleo arcuato contiene neuronas, ricas en cate-
colaminas, a ambos lados del extremo ventral del tercer ventriculo a ni-
vel del infundibulo ( 7 ); €stas envian fibras que terminan en la emi-
nencia media en contacto con los capilares primarios del sistema porta-

hipofisario.

En la regidén hipotaldmica mamilar se destaca el drea supra-
mamilar y el complejo mamilar con una porcién lateral de células peque-
flas dispuestas en forma compacta y una medial de neuronas grandes y me-

dianas. Las restantes agrupaciones mamilares estdn constituidas por

neuronas medianas y pequefias.

a) Hormonas hipotaldmicas

Las neuronas hipotaldmicas encargadas de regular la adenohi-
péfisis sintetizan una serie de sustancias con funcidn hormonal, mds
conocidas como factores liberadores e inhibidores. Cada hormona antero-
hipofisaria tendria una o mds hormona hipotaldmica que la regula. Actual-

mente se utiliza el nombre de hormona para aquellas sustancias hipotald-

- 16 -



pellucidum

FOINiX

Talamo

: %
A
=, ?" Eminencia
‘;‘ﬁbuhsma media
Optico

HWOMJS‘

Figura 1-4: Areas y nidcleos hipotaldmicos: 1) drea predptica (medial

y lateral); 2) drea hipotaldmica anterior; 3) ndcleo para-
ventricular; 4) nidcleo supradptico; 5) drea hipotaldmica dorsal; 6) ni-
cleo dorsomediano; 7) ndcleo ventromediano; 8) ndcleo arcuato; 9) nu-
cleo supraquiasmdtico; 10) drea hipotaldmica posterior; 11) cuerpos

mamilares; 12) drea hipotaldmica lateral ( 1 ).
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micas cuya estructura se conoce y que ha sido demostrada como el regula-
dor fisioldgico de la correspondiente hormona anterohipofisaria; en
cambio se mantiene el término factor para otros reguladores hipotaldmi-
cos cuya estructura no ha sido determinada y en consecuencia su activi-
dad fisioldgica no puede relacionarse con una estructura especifica. Se
recomienda llamarlos con un prefijo que indica la hormona hipofisaria

a la que regula y un sufijo que indica el efecto liberador(liberina) o
inhibidor (estatina). Actualmente se conoce la composicidn quimica de
somatostatina (GH-RIH), luteoliberina (LHRH), tiroliberina (TRH) y pro-
lactostatina (PIF). Con respecto al PIF muchos aceptan a la dopamina,
aunque otros autores creen que la dopemina actda estimulando la secre-

cidén de otro factor inhibidor (107),

Entre los factores que alin se desconoce su estructura figuran:
factor liberador de corticotrofina (CRF), factor liberador de la hormo-
na de crecimiento (GH-RF), factor liberador de prolactina (PRF), factor
inhibidor de la liberacidn de la hormona estimulante del melanocito (MIF)

y factor liberador de la hormona estimulante del melanocito (MRF) ( 8 ).

Segin la teoria postulada por Harris ( 9 ), las fibras nervio-
sas hipotaldmicas liberan sustancias hormonales en los capilares del
plexo cepilar primario del sistema vascular porta-hipofisario, en la e-
minencia media. Estas sustancias serian transportadas a través de los
vasos porta largos a los sinusoides de la glédndula pituitaria donde

regularian la secrecidén o inhibicidn de las distintas hormonas.
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Estas hormonas podrian sintetizarse también en regiones ex-
trahipotaldmicas para ser vertidas al 1liquido cefalorraquideo. Esta es
la teoria postulada por Knigge (10 ). Desde all{ serfan captados por
los tanicitos, células ependimarias especializadas, que debido a una

bipolaridad funcional, la liberarian hacia el plexo capilar primario.
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II. HORMONAS Y RECEPTORES

Las hormonas esteroides son moléculas pequeiias y con activi-
dad bioldgica muy especifica. Incluyen los estrdgenos, progestégenos,
andrdgenos, glucocorticoides y mineralocorticoides. Estas moléculas e-
jercen su efecto sobre las células blanco actuando principalmente a ni-
vel de la transcripcién genética (11, 12) y su efecto se manifiesta
a través de cambios a nivel metabdlico, morfolégico y de conducta. Dis-

cutiremos a continuacién algunos conceptos, enfatizando la relacidn de

los mismos con los estrdgenos.

1. Concepto de receptor y tejido blanco

Definiéndolo de una manera simple, el receptor (R) es una
protefna citoplasmdtica especial que puede unir selectivamente una de-
terminada hormona, llevar a su acumulacidn en el tejido blanco y como
consecuencia de esa unidén, iniciar una serie de procesos a nivel celular
que finalmente determinan una respuesta fisioldgica. Jensen fue el pri-
mero en sintetizar un esteroide altamente radioactivo y probar la exis-
tencia de un receptor en el tdtero utilizando (BH)-E2 (13 ). A partir
de estos trabajos se originaron una serie de estudios que demostraron
que a nivel del sistema reproductivo, el (tero, la vagina y las mamas

eran drganos blanco para los estrdgenos, como as{ también regiones del
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sistema nervioso central que regulan la secrecién de hormonas hipofi-
sarias e influyen sobre la conducta sexual, y la hipéfisis. Sin embargo
con determinaciones mds sensibles se describieron receptores para estrd-

genos en higado ( 14), rifidn ( 15), adrenal (16 ,17 ) y ovario ( 18),

2. Dindmica del receptor hormonal

El modelo aceptado del modo de accidén de los esteroides en las
células blanco podr{a resumirse en la Figura 1-5. La hormona entra a la
célula, segin la mayoria de los autores, por simple difusidn. Después
que la hormona se unid al receptor, éstos sufren un cambio enzimdtico
o conformacional antes de entrar al niicleo. Este proceso denominado
"transformacién" implica la conversidén del complejo receptor-hormona
citoplasmdtico en una forma con alta afinidad por el nicleo y capacidad
para la induccidn de respuesta bioldgica. Este concepto se basa en ob-
servaciones realizadas "in vitro" en las cuales se vid que el receptor
nativo en preparaciones crudas de citosol era incapaz de unirse al nicleo
o al 4cido desoxirribonucleico (ADN) a menos que fuera caléntado o manipu-
lado de otra manera, Durante la "transformacidn" se producen cambios que
dependen de la hormona, la temperatura, sal o dilucién y producen varia-
ciones en el peso molecular, estructura cuaternaria o en las propiedades
de sedimentacidén; a veces los cambios son mds sutiles y la unica conse-
cuencia visible es la capacidad para unirse al ADN. Con respecto al re-

ceptor estrogénico, Jensen y colaboradores (19 ,20 ,21 ) al incubar ci-
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Figura 1-5: Modelo general de la accidén de las hormonas esteroides que

muestra la unidn de la hormona (H) al receptor citoplasmdti-
co (Rc). la translocacidn al nicleo y la induccidn de la transcripcidn
genética por el receptor nuclear (Rn) para producir ARN mensajero (ARNm)

que es transladado a los ribosomas citoplasmdticos para sintetizar una

proteina inducida.
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tosol uterino de rata con (3H)-E2 a 4°C obtenfan un complejo hormona-re-
ceptor de 8S y que no se unia al niicleo. Cuando se aumentaba la fuerza'
iénica (0.4 M KC1) se convertia el complejo 8S a 4S y este era un paso
reversible. El complejo 4S no se unfa al ndcleo a menos que se calenta-
ra brevemente a 37°C y en este caso se transformaba en un complejo que
sedimentaba en 5S. Este paso requerfa que la hormona estuviera unida al
receptor, mientras que esto no era necesario en la transformacién del

8S al 4S ( 21), La forma 5S mostraba alta afinidad por los ndcleos ute-

rinos y era capaz de incrementar la actividad de la ARN polimerasa (22),

Son muy variados los procedimientos que llevan a la transfor-
macién de los receptores y esto lleva a pensar que no es un Unico meca-
nismo sino que existe una amplia variedad de formas, algunas de las cua-
les serfan: a) Asociacidn o disociacidén de subunidades. Esto serfia obvio
para aquellos receptores que sufren un corrimiento de su coeficiente de
sedimentacidn durante la transformacién., Segin Notides ( 23 ) habria una
dimerizacidn o asociacidn del receptor, inducida por estrdgenos, con
una protefna distinta y ésto transformaria el complejo inicial 4S (PMY
75 000) en otro 55 (PM? 140 000); esta proteina tiene habilidad para
unirse al ADN o bien confiere esta habilidad al receptor de 75 000 y po-
dria ser equivalente a la "protefna activadora del receptor estrogénico"
identificada por Thampan y Clark ( 24). b) Cambios conformacionales. Exis-
ten receptores que aparentemente no sufren cambios en el estado de agre-

gacién. El1 calor, la sal y la dilucién inducirian cambios conformacio-
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nales cuyo efecto serfa exponer cargas positivas adicionales en la molé-
cula, lo cual aumentarfa la afinidad por el ADN, fosfocelulosa y otros
polianiones ( 25). c) Adicidn o remocidén de un factor citosdlico. Po-
dria ser que la pérdida de algin factor fuera la causa de las transfor-
maciones debidas a simple dilucidn o didlisis. Existen evidencias de una
molécula inhibitoria de la transformacidén del receptor estrogénico y se-
ria una molécula de bajo peso molecular, ya que es dializable y se des-

cribid en citosol de Utero de rata ( 26),

No se sabe con seguridad si la transformacidn ocurre "in vivo"
en el citoplasma o en el nicleo celular. Mientras que la transformacidn
del R por temperatura ocurre "in vitro" en el citoplasma, Yamamoto ( 27)
reporté que la conversidén de 4S en 5S ocurre mds rdpidamente en presencia
de ADN. La porcidn del receptor que une al esteroide es distinguible de
la porcidn que se une al material nuclear. Una protedlisis suave del
receptor citoplasmdtico para una variedad de esteroides genera un frag-
mento pequefio de receptor (f/2-4 x 104) llamado el mero-receptor, jue
retiene la facultad de ligar el esteroide pero pierde la capacidad de

unirse al niicleo ( 28),

Més informacién sobre la relacién de las formas nucleares y
citoplasmidtica del R estrogénico proviene de los estudios inmunoldgicos
de Jensen ( 29) que produjo anticuerpos a la forma nuclear del complejo
receptor-estradiol de ltero de ternero, que también reaccionaba con el

complejo extranuclear y también con R estrogénico de tejidos reproducti-
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vos y tumores de cada especie estudiada, incluidos tejidos de no mamife-

ros.

Una vez que el complejo hormona-receptor ha sido transformado
entra al nlcleo en un proceso llamado "translocacidn". Este esquema se
basa en el modelo de "dos pasos" el cual postula que el receptor no uni-
do sélo se encuentra en el citoplasma, aunque este concepto estd actual-
mente en discusién (30 ,31 ). Una vez en el nicleo, el complejo normona-
receptor se une a sitios especificos de la cromatina celular de las cé-
lulas blanco, llamados "sitios aceptores" (32 ,33 )., Probablemenic estos
sitios se encuentren cerca de secuencias de ADN cuya transcripcidrn va
a ser inducida por la hormona. Un punto interesante de dilucidar una
vez que el complejo se une en el nlcleo, es la relacidn que existe en-
tre esta unidn y la induccidén de la respuesta. La estimulacidn de la
oxidacidn de la glucosa por estrégeno es médxima con niveles muy bajos
de ocupacién del receptor nuclear ( 34); en cambio existe una relacidén
linear entre la induccién de una protefna especf{fica inducida por es-
tradiol (IP) y la relativa saturacidén de los receptores ( 35) cuando se
analiza el efecto de estrégenos de diferente potencia bioldgica y con-

centraciones distintas de estradiol tanto "in vivo" como "in vitro".

Si bien los receptores por célula se calcularon en aproxima-
damente 15 000-20 000, no se sabe si todos son necesarios pare la res-
puesta hormonal (36 ). Aparentemente habria una relacién linear entre

la unidén del receptor y la magnitud de la induccidén de la respuesta bio-
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16gica temprana, aunque la produccidén de respuestas mds tardfas no ne-
cesitaria la ocupacidén de todos ellos. Dosis bajas de estradiol, que re-
sultan en la ocupacidn del receptor nuclear del 20% y el mantenimiento
de estos niveles de receptor por cierto periodo critico de tiempo, son
capaces de producir una respuesta mdxima del crecimiento uterino, aun-
que no la estimulacién mdxima de respuestas mds tempranas ( 37). Méds
adn, sin importar el nimero inicial de complejos estrdgeno-receptor que
translocanal nicleo por diferentes dosis de estradiol, sdlo 2 000-3 000

permanecen en el nicleo por mds de 6 horas.

Una vez que se produjo el efecto de la induccidn gerética,
no se conoce el destino del receptor. Si efectivamente, la presencia de
la hormona es necesaria para la unién y retencién del receptor en el ni-
cleo (19 ,38 - 41), una manera simple de terminar el mecanismo seria
la pérdida del ligando y la migracidn pasiva del receptor no unido de
vuelta al citoplasma. Después de una inyeccién de estrdgeno que produce
la disminucién del receptor citosdlico uterino, aproximadamente un 40%
del receptor reaparece en el citoplasma a pesar de agregarse inhibidores
de la sintesis de ARN y protefnas (42 ,43 ,44 ), lo cual implica que se
trata de un reciclaje del receptor desde el niicleo. El 60% restante se
presume que es nuevamente sintetizado. En pituitaria anterior e hipotd-
lamo, dos d8rganos blanco para estrégenos, se describid una regulacién
similar para el receptor citoplasmdtico en relacidén a la dependencia de

la sintesis proteica (45). Existe la posibilidad que el receptor sea
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degradado en el nidcleo, ya que se ha descrito ( 46) la existencia de una
proteasa muy abundante en nicleos de oviductos y con un fuerte Km por

el receptor de progesterona. La ruptura del receptor por esta enzima "in
vitro" lleva a fragmentos proteoliticos que ya no se unen al ADN ( 47),

podria especularse entonces, que la enzima puede funcionar en el niclco

para liberar el receptor del material genético y degradarlo.

3. Receptores neurales e hipofisarios para el estradiol

Los receptores neurales e hipofisarios para el estradiol tie-
nen caracteristicas similares a los receptores perisféricos y al igual

que ellos actlan regulando la actividad gendmica.

Con respecto al receptor estrogénico existe una diferencia
importante entre los receptores nerviosos e hipofisarios y los uterinos.
En tero se describieron dos clases de sitios de unidén tanto en el ci-
toplasma como en niicleo. El sitio I tiene las caracteristicas del clé-
sico receptor estrogénico citosdlico, con un Ky= 0.8 nM y una concentra-
cién aproximada de 0.6 pmol/(tero y se transloca al nlcleo después de
una inyeccidén de estradiol. El receptor tipo II tiene menor afinidad por
el estradiol (KdnJBO nM) y estdn presentes en mayor concentracidn que
el tipo I (2.0 pmol/dtero) ( 48), aunque esta sugerencia estd en revi-
sién ( 49 ). Estos receptores tipo II, no disminuyen después de una in-

yeccién de estradiol y podrian servir para concentrar estrégenos en las
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células blanco.

Con respecto al nicleo, el receptor tipo I aumenta después de
una inyeccidén de estrdgeno y acompada la disminucidn del recept«r cito-
sblico. El receptor tipo II nuclear se detecta en los nidcle.- despuéy
de exponer tejido tumoral uterino o mamario a estrdgeno: 'in vivo" y se
detectaron por intercambio nuclear usando altas conc’ rvraciones de (BH)'
estradiol ( 50). En cambio con respecto al recept. de sistema nervioso
central e hip8fisis, se ha descrito un Unicc . po citosélico gue apare-
de alta fuer-

ce como 83 en buffer de baja fuerza idnic. y 4S en buffer

rd
za idnica y transloca al nfcleo, de dornde se extrae como 55, despues de

una inyeccidn de estradiol.

El sistema del receptor estrogénico en la pituitaria y =l
cerebro de rata es funcionalmente heterogéneo. Esto se comprueba por
los siguientes datos: a) El estradiol induce el receptor progestacio-
nal en pituitaria y en menor medida en érea predptica e hipotdlamo, pe-
ro no en amfgdala, Cabe mencionar sin embargo, que el receptor proges-
tacional no estd presente exclusivamente en células que contienen recep-

tores estrogénicos, ya que existe en corteza, una zona relativamente

pobre en células estrofflicas. b) El estradiol afecta la activided de

diversas enzimas de tejido nervioso (MAO, tirosin-hidroxilasa, ete.)

pero en ninguna de las regiones estudiadas afecta a todas ellas. c) S4-
1o existe aromatizacién de testosterona en el tejido nervioso, con ni-

veles mayores en amfgdala y menores en &rea predptica e hipotdlamo, y
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mds aln: la actividad de aromatasa no tiene una distribucidén uniforme
en estas dreas, La pituitaria no es capaz de aromatizar testosterona;
cuando se inyecta (BH)-testosterona se puede recobrar (BH)-estradiol en
nicleos purificados de células de drea préptica, hipotdlimo y amigla.a,
pero no de pituitaria (51), d) De algln modo la accidén del estradioi
en la pituitaria estd asociada con una variedad de funciones celulares

especificas mds que con funciones comunes a todas esas células (52).

La ontogenia de los receptores hormonales en cerebro e hipdfi-
sis es muy importante ya que su presencia implica la aparicién de la
sensibilidad en estas zonas a los esteroides sexuales. Una de las con-
secuencias es la diferenciacién sexual en el cerebro durante un primer
periodo critico muy temprano y que va a definir el futuro comportamien-
to sexual del adulto. En la rata, los receptores estrogénicos son ya
detectados unos dias antes del nacimiento ( 53-55 ) y aumentan ré-
pidamente durante la primera semana de vida, adquiriendo una distribu-
cibén similar al animel adulto en d4rea predptica, hipotdlamo y emigdala.
La mayor diferencia reside en la presencia de receptores estrogénicos
en la corteza cerebral del recién nacido (53 ,56 ,57 ), que desaparecen
entre la segunda y tercer semana de vida y estdn précticamente ausentes
en el animal adulto. Su funcidén no estd totalmente aclarada aunque se-
guramente no estdn involucrados en la respuesta al estrdgeno derivado

de testosterona, ya que la corteza cerebral no posee enzimas aromatizan-

tes ( 82).
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En la hipdéfisis anterior, todas las células se marcan después
de una inyeccidn de (BH)-EQ, aunque los indices de marcacidn revelan que
las células que mds concentran la hormona en animales castrados son las
gonadotropas y lactotropas. Hasta 3 horas despudés de la inyeccidn de (BH)-

E,, cerca del 100% de las células gonadotropas y lactotropas estdn marca~

2!
das y esta cifra disminuye a un 60-70% llegando a las 7 horas. Es impor-
tante destacar que si existen cambios en el medio hormonal, éstos pueden

modular selectivamente la capacidad de captar (BH)-E2 de cierto tipo de

células hipofisarias (58 ).

L. Mecanismos alternativos de accidn estrogénica

Hasta ahora hemos discutido el concepto y la dindmica del recep-
tor hormonal basdndonos en un dogma mantenido a partir de los primeros es-
tudios que se realizaron sobre receptores estrogénicos en citosol uterino:
el receptor es una proteina citoplasmdtica, que unida a la hormona trans-
locan al nicleo donde ejercen su accidn. Estos conceptos originaron el
llamado modelo de "los dos pasos". Sin embargo debe mencionarse que este

. . 2
concepto se encuentra actualmente en revision.

Si bien habian aparecido algunos trabajos que sugerfan alterna-
tivas del modelo cldsico (59 -62 ), fueron los estudios de King (63 ) y
Welshons (64 ) los que atrajeron nuevamente la atencidn sobre la localiza-

cién intracelular de los receptores. King utilizd anticuerpos monoclonales
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contra el receptor estrogénico de cultivos celulares y del tracto repro-
ductivo y observé inmunoreactividad sélo en el nicleo, aunque rno excluyd
la existencia del receptor en el citoplasma. El segundo trabajo de Gorski
y col. ( Gq) utilizé una metodologfa muy diferente, reforzando de ese mo-
do la teoria propuesta. Este grupo prepard células enucleadas a partir de
células de un tumor hipofisario, tratdndolas con citochalasina y observd
que los receptores disminufan en los citoplasmas enucleados con respecto
a la célula entera y que los receptores se recobraban en la fraccidn nu-

clear.

Se pueden plantear entonces varias posibilidades que se descri-
ben en la Figura 1-6. La primera opcidén incluye al modelo clésico de accidn
de hormonas esteroides en el cual el receptor en ausencia del ligando se
encuentra en el citoplasma y en presencia del ligando forma un complejo
hormona-receptor que transloca al nidcleo. Le segunda opcién implica la
presencia de receptores libres en el ndcleo en ausencia del ligando. En
este caso se presenta la posibilidad que coexistan el receptor libre nu-
clear junto al receptor citoplasmético vacio (A), como se demuestra en el

Cap{tulo VI, o bien que la localizacién sea sélo nuclear (B)...

Queda entonces por dilucidar esta nueva alternativa, aunque el
significado primario de la idea del modelo de "los dos pasos" se mantiene:
los complejos hormona-receptor son elementos que regulan la actividad ge-

némica sin importar donde ellos se originen.
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III. ACCIONES FISIOLOGICAS DE LOS ESTROGENOS

El 17-p -estradiol es un esteroide secretado por los ovarios
y actla principalmente sobre tejidos asociados a funciones sexuales ta-
les como Utero, mama y vagina. Este esteroide, sin embargo, estd fuer-
temente involucrado en los mecanismos de retroalimentacidn del eje
hipotdlamo-hipofiso- ovdrico y estimula el comportamiento sexual ac-
tuando sobre células nerviosas en el cerebro. A partir del uso de las
técnicas de autorradiograffa se ha podido identificar las zonas de ma-
yor concentracién de estrdgeno en el cerebro de ratas adultas: el drea
predptica, el hipotdlamo y la amf{gdala junto a otra glédndula muy rela-
cionada con las estructuras nerviosas anteriormente citadas: la pitui-
taria., El1 85% de las células de la pituitaria se marcan después de una

inyeccidn de (3H)-E y cada niicleo celular eislado contiene un prome-

2
dio de 12 000 moléculas de (BH)-Ez, una capccidad similar a la célula
uterina, En los tejidos nerviosos, en cambio, sélo el 50% de las célu-

las contiene receptores estrogénicos, y cada nicleo celular contiene

entre 3 000 y 5 000 moléculas de (3H)-E2 (52 ).

El E,, como ya se comentd, estéd intimamente relacionado con

2
el funcionamiento del eje hipotdlamo-hipofiso-ovdrico., Una de las carac-
ter{sticas de este eje es la ciclicidad con que ocurren los cambios en
los distintos elementos que estén involucrados en é1, como varia-

ciones hipotaldmicas de la sintesis y liberacién de LHRH, que produce

una liberacidn ciclica de gonadotrofinas, ovulacién y produccidn de
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estrdgenos y progesterona a nivel del ovario. Esta secuencia constituye
el ciclo estral normal de las ratas, que lleva a las hembras a exhibir
comportamiento sexual cada 4 dias, en el atardecer que precede a la

ovulacién (Figura 1-7).

A través de los estudios realizados por Barraclough ( 65) en
la rata se explican estos mecanismos en base a la existencia de centros
hipotaldmicos ubicados en las 4reas anteriores de la estructura nervio-
sa, que se desarrollan lnicamente en la hembra y tienen la capacidad de
activar en forma ciclica a la adenohipdfisis, la que segrega sus gona-
dotrofinas con una secuencia caracter{stica de tiempo en cada especie.
Esta descarga gonadotrdfica ciclica produce la estimulacién ovdrica que

se ve traducida por secrecién de esteroides y ovulacidn.

Una de las caracteri{sticas del centro ciclico\es la de res-
ponder a los estrdgenos con una descarga de LHRH y por lo tanto de gona-
dotrofina, produciendo un mecanismo de retroelimentacidén positiva, Este
mecanismo caracter{stico de la hembra, es el responsable de la ovula-
cién y la conservacién de los ciclos. Si este mecanismo de retroalimen-
tacidén positivo se ve afectado ya sea por factores de origen nervioso
(alteracién de la concentracidnde neurotraremisores, influencias de otras
estructuras nerviosas en la sensibilided del centro c{clico), hormona-
les (modificacidn de los niveles circulantes de esteroides) o de otro
tipo, entonces afectan directamente la ovulacidén y los ciclos sexuales

(66 ). El1 estradiol facilita la secuencia de eventos elevando la sensi-
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Figura 1-7: Cicle estral normal de la rata que lleva & las hembras

a exhibir estro o conducta sexual cada /4 dfas. Dos dias
después del comportamiento estral, en el dfa 2 del diestro, comien-
za a elevarse el nivel sanguineo de estrdgeno, alcanzando un pico en
el proestro. El aumento del estrégenc provoca un pico en el nivel
sanguinec de LH en la tarde del proestro, produciendo la ovulacién

en la madrugada del dfa 4, estro (52 ).
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bilidad de las células de la pituitaria al est{mulo del LHRH.

En el ciclo normal de una rata, la pituitaria secreta grandes
cantidades de LH en la tarde del proestro, aproximadamente 30 horas des-
pués del aumento inicial de E2 secretado por los ovarios. El pico de LH
provoca la ovulacién aproximadamente 12 horas mis tarde (Figura 1-7).

Si se remueven los ovarios antes del aumento de E2, no aparece el pico
de LH, pero la inyeccidn de E, exdgeno, revierte el efecto de la ovariec-

tomfa ( 52).

Como comentamos anteriormente, las hembras exhiben compcrtamien-
to sexual cada 4 dfas, en el atardecer que precede a la ovulacidn, aproxi-
medamente 30 horas después del aumento de la secrecidén de E, por los o-
varios. Si se ovariectomiza una rata unos dfas antes de probar su con-

ducta sexual, entonces ésta se anula y la hembra responde al macho ya sea
escapdndole o presentdndole pelea. Si en cambio, se inyecta E, exdgeno a
la rata ovariectomizada, los estimulos sensoriales llevan a la hembra a

la lordosis. Esta es la postura de apareamiento y en ella tanto las nal-
gas como la cabeza de la hembra se elevan y se mantienen rigidas provocan-
do la concavidad del lomo. El sistema efector en el cerebro para la lor-
dosis es un circuito de neuronas que conecta las vias aferentes-sensoria-
les de los flancos, el lomo y la pelvis con misculos en el lomo y los
miembros. La informacidn sensorial que se recibe sube a lo largo de la mé-
dula espinal y entra a la red de las neuronas sensibles al estradiol en

el cerebro, el cual actia como un mecanismo de coneccidn que envia de
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vuelta una corriente de informacidén a otro grupo de neuronas en la médu-

la espinal, provocando la contraccidén muscular (Figura 1-8) (52).
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Figura 1-8: Esquema para describir el rol de las sefiales quimicas

y nerviosas en la regulacidén de la produccién de E2 y

la lordosis, una forma de conducta sexual. En la base del cerebro,

un grupo de células nerviosas, los efectores neuroendocrinos, es in-
fluenciado tanto por vias aferentes sensoriales como por el nivel de
E2 circulante en la sangre. El efector neuroendocrino secreta al le-
cho capilar en la base del hipotdlamo, LHRH. Esta llega a la hipdfisis
y produce liberacidén de LH. La sangre lleva LH al ovario, donde esti-
mula la secrecidn de E2 y si es suficiente LH, causa ovulacién. El E2
viaja por la sangre al cerebro y a la pituitaria donde actda sobre

receptores de las células blanco para modificar los circuitos neura-

les que controlan la secrecidén de LHRH y la lordosis (52).

- 38 -



CAPITULO II

EFECTOS DE LA LESION DE LA EMINENCIA MEDIA DEL HIPOTALAMO SOBRE

LA UNION Y CAPTACION DE ESTRADIOL EN LA HIPOFISIS ANTERIOR
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INTRODUCCION

A través de los estudios que se hen realizado sobre la re-
gulacidén de los receptores a distintos niveles, se demuestra que estos
no sélo son modificados por su hormona espec{fica, sino que estén ba-
jo un control multihormonal. Ademés el efecto que un esteroide ejerce
sobre un determinado receptor, sea el propio o no, varia en los dife-
rentes tejidos.

Con respecto al receptor estrogénico se demostré que son va-
rias las hormonas capaces de modificar algunas de sus caracter{sticas
o bien alterar algin paso de su mecanismo de eccidn.

Se comprobd que la prolactina aumenta los niveles de recep-
tores estrogénicos en gldndula mamaria de rata tanto en condiciones
"in vivo" (67 ) como "in vitro" ( 68 ) y también en tumores mamarios
en humanos ( 69) y en rata (70),

La testosterona, un esteroide sintetizado en las células
de Leydig, reduce significativamente la unidén nuclear especifica de
(BH) estradiol en varias zonas cerebrales de ratas castradas adultas
de ambos sexos ( 71),

La progesterona modula también los receptores para estré-
genos., En el tracto reproductivo puede suprimir los niveles de recep-
tor para estrégeno en presencia de elevadas concentraciones séricas

de estradiol ( 72), como también disminuir la capacidad del estrdge-
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no para estimular el crecimiento uterino (73 ). Por otro lado, el pre-
tratamiento "in vivo" con progesterona aumenta la retencidén de (BH)
estradiol por la pituitaria de ratas ovariectomizadas hasta 120 horas
después del pretratamiento (74 ). Lisk y Reuter interpretaron que este
aumento en la retencidn era debido a un aumento en la cantidad de re-
ceptor para estradiol disponible, como asi también en el contenido
nuclear de protef{na receptora para estradiol. Paralelamente los efec-
tos bioldgicos de los progestacionales dependen a menudo de su exposi-
cién previa a los estrdgenos. Los estrdgenos aumentan la concentracién
de receptores para progestdgenos en oviducto, vagina, tUtero, pituita-
ria anterior e hipotdlamo en une gran variedad de especies.

La administracidn de dexametasona, un corticoide sintético,
lleva a una menor retencidn de (BH) estradiol en varios tejidos blanco,
ya sea que se midiera "in vivo" la retencidn por tejido total o "in
vitro", la retencidén nuclear (75 ). Se interpretd que esto se debia
principalmente a un cambio en la afinidad pare el estradiol. Con res-
pecto a los antiestrdgenos, su efecto varia segin el drea que se es-
tudie, En dtero y pituitaria el CI-628 redujo la unién nuclear de (3n)
estradiol a un 5% del control y el efecto duraba por lo menos 96 ho-
ras, mientras que en el 4rea predptica-hipotédlamo-amigdala a las 18
horas del tratamiento con CI-628 la unién disminuyé a un 13% del con-
trol y a las 96 horas se habfa recobrado un 70% (76 ).

Estudiando lcs ejemplos anteriores, comprobamos que no exis-
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t{an estudios sobre la posible regulacidn de la unidn de estradiol
en pituitaria anterior e hipotdlamo por factores no hormonales. Podria
esta unién estar influenciada por el sistema nervioso central?

Decidimos usar como modelo animales con lesién en la eminen-
cia media (LEM). Con este procedimiento se desconecta la pituitaria
de toda influencia neural,

Estudios preliminares habian demostrado que la LEM en ratas
macho producia atrofia de los test{culos y érganos sexuales accesorios,
lo cual indicaba que habia un impedimento en la secrecidén de gonado-
trofinas (77, 78 ); luego McCann y colaboradores comprobaron que en ra-
tas hembras llevaba a una condicidén de constante diestro en el cual
el flujo vaginal era leucocitico y los ovarios estaban llenos de cuer-
pos ldteos funcionantes (79 ). En un estudio muy completo, Bishop y
colaboradores demostraron por primera vez los rdpidos y dramdticos e-
fectos de la lesidén de eminencia media sobre la liberacién de gonado-

trofinas y prolactina ( 80 ).
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar (180-
200g) instalades en una habitacién con aire acondicionado, luz desde
7 00 a 19 00 horas diariamente, alimentados con Furina y agua "ad 1li-
bitum",

Todos los animales se ovariectomizaron por via lumbar bajo

anestesia con éter y se utilizaron 2-/ semanas después de la operacidn.

Lesidn de eminencia media

Se destruyb la eminencia media del tuber cinereum mediante
una corriente anddica. Se utilizd un aparato estereotdxico para ratas
Krieg Johnson y electrodo de nicrome aislado excepto en la punta, Se
pasé una corriente de 3 mAmp, durante 20 segundos. En todos los casos
las lesiones fueron bilaterales con las siguientes coordenadas: 1.4 mn
detrds del bregma, 0.3 mm sobre la base del cerebro y 0.5 mm lateral~-
mente. Los animales estaban anestesiados con ketamina o embutal (33 mg/
kg, intraperitoneal). La evaluacidén de las lesiones fue realizada por
examen anatdmico del hipotdlamo y por el nivel de hormonas circulantes.
S8lo fueron utilizados los datos de animales con menos de 1 ng/ml de

LH sérico ( 80). Los animales controles fueron igualmente tratados
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excepto que no se pasé corriente por los electrodos. Estas ratas se
utilizaron 7-10 dias después de la operacidén, salvo en aquellos casos

que se especifican en "Resultados".

Recoleccidn de sangre

Se toman las muestras por recoleccién de la sangre troncal

luego de la decapitacidn.

Diseccidn de zonas cerebrales

El animal se sacrificd por decapitacidn y se removié répi-
damente el cerebro y se disecaron 6 zonas cerebrales de acuerdo al si~
guiente procedimiento: cuando se retird el cerebro se encontrd en el
piso de la cavidad craneana la hipéfisis, que se separé de la masa en-
cefdlica a nivel del tallo infundibular. La gldndula se retiré con una
pinza y se separd la adenohipbfisis de la neurohip8fisis, descartando
esta dltima. E1 cerebro se ubicé con la zona ventral hacia arriba y se
cortd con hoja de afeitar transversal y verticalmente, el primer corte
a la altura del genu del cuerpo calloso y el segundo en el plano in-
cluyendo el quiasma Sptico y la comisura anterior. De este bloque A se
disecd (a) el drea trapezoidal que incluye la regién preéptica..tubér-
culos olfatorios y banda diagonal de Broca (el 4rea preéptica) y (b)

el septum limitado por la comisura anterior, los dos ventriculos la-



terales y el cuerpo calloso. Se realizd luego un tercer corte trans-
versal pero no verticalmente sino formando un dngulo de aproximadamen-
te 45° dirigiendo el filo hacia abajo y atréds y comenzando el corte
inmediatamente por detrds de los cuerpos mamilares. Se descartd la zo-
na cerebelosa, quedando limitado el blogque B. Esta porcidn se recostd
sobre el plano transversal anterior y se cortd 3agitalmente, aproxima-
damente a 2 mm de la cara ventral. De esta porcién se obtuvo el hipotéd-
lamo, cortando por las fisuras hipotaldmicas, y las am{gdalas con la
corteza que las recubre a ambos lados del mismdé. Del resto del bloque
B se separd la corteza con pinzas de modo que quedd expuesta su cara
interna y se sacd el hipocampo entero que quedd a la vista., Se obtu-

vieron las muestras de corteza cerebral cortando trozos de cada hemis-

ferio ( 81).

Receptores

Ensayo de receptor citoplasmidtico para estradiol

Se sacrificaron los animales por decapitacidn y se removie-
ron los tejidos a estudiar: la pituitaria y el hipotdlamo. E1l 1ébulo
posterior de la pituitaria se separd y se descarté usando solamente
en los experimentos el 1ébulo anterior. El hipotdlamo se limitd ante-
riormente por el quiasma Sptico, lateralmente por las fisuras hipota-

14micas, posteriormente por los cuerpos mamilares y por una profundi-
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dad de eproximadamente 3 mm de la superficie ventral.

Se homogeneizaron los tejidos de varios animales (aproxima-
damente 1.5 mg de proteina/ ml de citosol) en buffer TEM (0.01 M Tris,
6.0015 M EDTA, 0.002 M mercaptoetanol, pH 7.4) y se centrifugaron a .
105 000 x g durante 60 minutos a 0-4° C. Alfcuotas del citosol (0.2
ml) se incubaron durante 20 minutos a 30° C, por duplicado con 2.2

9

1077 M de (2,4,6,7-3H) estradiol (New England Nuclear, 90-115 Ci/ mmol)

y se hicieron incubaciones simulténeas, por duplicado con (3H) estra-
diol mds el agregado de 2.2 ‘IO'6 M de estradiol no radioactivo para
restar la unidn no especifica. El método usado para la incubacidn y

la separacién de la radioactividad libre y unida fue adaptada de Gins-
burg y colaboradores ( 82)., Finalizada la incubacidén, se separd el es-
tradiol unido del libre por filtracién en minicolumnas (0.6 cm x 10
cm) de Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden),
el cual se prepard en el mismo buffer de incubacién. La alfcuota in-
cubada se sembrd y se eluyd con 1.05 ml de buffer TEM. Los elufdos se
recogieron en viales de conteo y la radioactividad se extrajo con el
agregado de 10 ml de una solucién centelladora preparada con 4 g de
Omnifluor (New England Nuclear) en 1 litro de tolueno y se midié en un
contador de centelleo 1liquido Beckman LS 100C con un 83% de eficien-

cia para tritio. Para determinar el (BH) estradiol unido especifica-

mente a receptor citoplasmidtico se restd al valor de la radioactivi-
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dad total unida el valor de la radioactividad presente ain después del
agregado de estradiol no radioactivo o frio. Los resultados se expre-

saron en c.p.m./ mg proteina o femtomoles/ mg proteina.

Ceptacidn de (BH) estradiol por la pituitaria anterior y zonas del

sistema nervioso central

Para realizar los estudios "in vivo" sc¢ inyectaron animales
controles y con lesidn de eminencia media con 10 uCi/ 150g de peso
de (BH) estradiol disuelto en 0.2 ml de 20% etanol en salina, i.v..
Después de 1 hora los animales se anestesiaron con éter y se perfun-
dieron con 60 ml de NaCl 0.9% via cardiaca. Se extrajo el cerebro y

la pituitaria anterior segin se describid.

Los tejidos se pesaron y alicuotas de los mismos se colo-
caron en viales a los cuales se agregé 0.3 ml de solubilizador NCS
(Amersham, Searle Corp., Arlington Heights). Despuds de una digestidn
a 50o C durante la noche, la mezcla se neutralizd con 0.1 ml de dcido
acético glacial (Mallinckrodt Chemical Vorks, St Louis, Mo.), se a-
gregaron 10 ml de solucidn centelladora y se determind la radioacti-
vidad. La concentracién tisular de (3H) estradiol se expresd como
d.p.m./ 100 mg tejido y como la relacidén radioactividad/ 100 mg teji-

do/ radioactividad/ 100 mg corteza cerebral (T/C).
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Determinacidén de proteinas

A una alicuota de citosol (0.2 ml) se le agregd un volumen
igual de dcido tricloroacético 10% (Mallinckrodt Chemical Works, St.
Louis, Mo), se centrifugd y el precipitado proteico se resuspendid
en 0,3 ml de NaOH 1 N. Se tomaron alicuotas de 40 ul de esta solucidn
para determinar proteinas por el método de Lowry y colaboradores (83 ).

Se usé albimina de suero bovino como estandar.

Determinacidén de la sintesis proteica

Se determind la sintesis de proteinas totales en pituitaria
anterior e hipotdlamo usando (3H) glicina (2 uCi, 2 umol, 9.3 Ci/ mmol,
New England Nuclear) como sustrato. Luego de una incubacidn de 15 mi-
nutos, los tejidos se incubaron durante 120 minutos a 37° C en un
buffer Krebs-Ringer bicarbonato glucosa bajo atmésfera de carbdgeno
(95% 02—5%1002). Bajo estas condiciones la velocidad de sintesis pro-
teica permanece linear hasta 180 minutos (84 ). Para purificar las
proteinas y contar la radioactividad se utilizd un método ya descrito(85 ).
Finalizado el tiempo de incubacidn se. lavaron las pituitarias con 1 ml
de KRBG y se purificaron las proteinas. Se homogeneizd cada pituitaria
en 0.5 m1 de 10% dcido tricloroacético (TCA) y se dejdé en frio durante

-~ 2 . ’
la noche; a la mafiana siguiente se descartd el sobrenadante. Se agregd
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0.5 1l de 5% TCA y se calentd durante 30 minutos a 90°C, descartando el
sobrenadante. El precipitado se disolvid en 0.5 ml de etanol-éter (1:1,
v/v) y se calentd a 40°C durante 15 minutos y se descartd el sobrenadan-
te. Después de lavar el precipitado con 0.5 ml de éter, se disolvid en
0.2 ml de NaOH 1 N y se tom8 20 ul para determinar proteinas segin el

método de Lowry (83 ). El volumen restante se pasd a un vial de conteo
y se determind la radiqactividad. Los resultados se expresaron como

c.p.m. incorporados/mg proteina.

Determinacidn de los niveles séricos de hormonas hipofisarias

o
Se tomaron muestras sanguineas y se las mantuvo a 4 C

hasta total retraccidén del codgulo. El suero se separd por centrifu-
gacién y se lo mantuvo a -20° C hasta el momento de la cuantificacién

radioinmunolégica.

Para la medicién de prolactina y hormona luteinizante se
utilizé el radioinmunoandlisis por doble anticuerpo (86 ). Todas

las determinaciones se efectuaron en alfcuotas de 25 ul por duplicado.

La prolactina se cuantificd utilizando el juego de reactivos
provistos por el NIAMDD, N.I.H., Maryland, E.E.U.U.. Para marcar se
4
emple prolactina obtenida de hipéfisis de rata, el antisuero contra

la prolactina de rata fue obtenido en conejos y como patrén se utilia

z6 la hormona RP-1 (87 ).
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La hormona luteinizante fue épantificada por el método de
Niswender, utilizando hormona luteinizante ovina para marcar y para
la obtencién de antisuero en conejos. Como patrdén se usd la hormona
NIH-LH-S1 ( 88)- En ambos casos el segundo anticuerpo se logr6 en o~
vejas, contra globulina de conejo. Los resultados para amb&g hormonas

ge expresaron en ng/ ml suero.

Andlisis estad{sticos

Los datos se expresaron como su media y error estandar. Pa-
ra comparar resultados para diferencias grupales se empled el test de
"t" de Student. Para calcular la pendiente y el nimero mdximo de sitios
de unidén en el andlisis de Scatchard se utilizdé el andlisis de regre-
sién linear. Los datos se obtuvieron de una computadora Hewlett Pac-

kard modelo 9815A.

- 50 -



RESULTADOS

La Figura 2-1 muestra los resultados de varios experimen-
tos cada uno de ellos llevado a cabo con 5 retas controles y 5 ratas
con lesidn de eminencia media, sobre la unién de (BH) estradiol en la
pituitaria anterior e hipotdlamo. En las ratas controles la unidn a
citosol de la pituitaria fue 59.7 6.2 fmol/mng proteina, mientras que
en el citosol de las pituitarias de animales lesionados en la eminen-
cia media se obtuvo una disminucién significetive: 36.9 6.1 fmol/
ng proteina (p €0.025). En ratas controles el citosol de hipotdlamo
urié considerablemente menos estradiol que la pituitaria lo cual con-
firma lo hallado en otros laboratorios (89,90 ), La lesidén de eminen-
cia media no alterd los ya bajos valores de unidn encontrados en hi-
potdlamos intactos, La prolactina sérica estaba significativamente au-
mentada por la lesidn, mientras que los niveles de LH eran bajos (Fi-
gure 2-1).

Se investigé la influencia del tiempo de lesién de eminen-
cia media sobre la unidn del (BH) estradiol en la pituitaria. Los re-
suitados graficados en la Figura 2-2 demuestran que una hora después
dela operacidn la unidn fue un 34% menor que la control, la disminucién
fue mds marcada a las 24 horas y alcanzd, aproximadamente, un 20% de
su valor control a los 7 y 21 dfas de realizada la lesién. Concomitan-

temente, los valores de prolactina sérica, que eran 21 ¥ 2 ng/nl en los
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Figura 2 -1, Grdficc superior: Unidn de (BH) estradiol a citosol de pitui-

taria anterior e hipotdlamo en ratas controles con lesidén si-
mulada (columnas abiertas) y ratas con lesién de eminencia media (colum-
nas oscuras). Las figuras dentro de las columnas representan el nimero
de experimentos separados,cada uno de allos llevado a cabo con 5 ratas
controles y 5 lesionadas.

Grdfico inferior: Niveles de prolactina sérica (panel izquier-
do) y hormona luteinizante (panel derecho) en ratas controles (columnas
abiertas) y ratas con lesidn de eminencia media (éolumnas oscuras). Las
figuras dentro o sobre las columnas representan el nimero de animales
estudiados. (*p< 0.025, **p €0.001),
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radas.
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controles se elevaron a 239 t 6o ng/ml a la hora de lesién, 300 ! 9.
ng/ml a las 24 horas, 279 ! 50 ng/ml a los 7 dias y 236 !5y ng/ml a los
21 dias de realizada la lesidn. Estos valores son la media M estandar

de 4 animales por punto.

Se investigaron los pardmetros de la unién en el equilibrio
de (BH) estradiol a citosol de ratas controles y lesionadas en la emi-
nencia media. Para ello se incubaron alicuotas de citosol de pituitarias
de ambos grupos de animales con concentraciones crecientes de estradiol
que cubrian un rango de 760 a 7600 femtomoles. Los resultados se grafi-
caron segln el método de Scatchard y se muestran en la Figura 2-3. El
nimero mdximo de sitios de unién disminuyd de 170 fmol/mg protefna en
los animales control a 79 fmol/mg proteina en los lesionados; las cons-
tantes de asociacién (Ka) en ambos grupos estaban en el mismo orden de

8 M-1 en los controles, 3.58 10-8 M-1 en los grupos le-

magnitud (1.72 10
sionados), a pesar que las rectas no fueron paralelas. Esto indica que
las diferencias en la unidén especifica de (3H) estradiol en las ratas
lesionadas reflejaba mayormente cambios en la capacidad méxima de unién
méds que en la afinidad del receptor. En esta serie de experimentos, to-

das las ratas lesionadas eran hiperprolactinémicas y presentaban bajos

valores de hormona luteinizante sérica, similares a los mostrados en la
Figura 2-1.

En la Tabla 2-1 se muestra el efecto de la lesién de eminen-

——————

cia media sobre la distribucidn del (BH) estradiol administrado "in vivo".
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Figura 2-3. Andlisis por el método de Scatchard de la unidn de (3H) es-
tradiol a citosol de pituitaria anterior en ratas controles
(circulos negros) y ratas con lesidén de la eminencia media (circulos
abiertos). En controles la capacidad mdxima de unién fue 170 fmol/mg
8y (para la pendiente, r: 0.97, p<0.001).
En ratas lesionadas, la capacidad mdxima de unién fue 79 fmol/mg prote-
fna y K_ fue 3.58 108 u-1

proteina y K, fue 1.72 10

(para la pendiente, r: 0.85, p<0.05).



Tabla 21. Captacién de (BH) estradiol por la pituitaria anterior y regiones

cerebrales de ratas controles y ratas con lesidén de eminencia media.

Ratas controles Ratas lesionadas

Tejido d.p.m./100 mg tejido T/C d.p.m./100 mg tejido T/C

Pituitaria 36 044 1 3 597 37.1 20 514 1 1 766" 22.9
Hipotdlamo 3218% 266 3.3 1821 200" 2.1
Area predptice 2222 206 2.3 1920 2060 2.1
Septum 1801 % 207 1.8 1305 123 1.5
Anfgdala 16931 236 1.7 1423 % 141 1.6
lii pocampo 1243% 13, 1.3 908 131 1.0
Corteza 970 £ 8, 1.0 894+ 15, 1.0

T/C: Radioactividad en tejido/ radioactividad en corteza.
Resultados expresados en promedio ¥ error estandar; nimero de observaciones:

6 animales por grupo.

¥*
Difiere significativamente del tejido control p{0.01.
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En rates controles la mayor captacién se encontré en la pituitaria se-
gulda por el hilpotdlamo, mientras que el resto de las drcas examinadas
en cerebro contenian menos radioactividad. La captacién fue menor en la
pituitaria e hipotdlamo de ratas ccn 8 dias de lesionadas, ya sea que
los resultados se expresen como radioactividad tisular (d.p.m./100 mg)
o como la relacidén tejido/corteza (T/C). No hubo diferencias entre am-

bos grupos en drea predptica, septum, am{gdala, hipocampo o corteza ce-
rebral.

En la dltima serie de experimentos se estudid la incorpora-
cidn de (BH) glicina a proteinas totales de pituitaria e hipotdlamo.
En ambos tejidos la sintesis proteica de los animales lesionados fue

similar a los controles (Tabla 2-2).
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Tabla 2-2. Incorporacidn de (BH) glicina a protefnas de pituitaria anterior

e hipotdlamo de ratas controles y ratas con lesién de eminencia

media.
INCORPORACION (c.p.m./mg protefna)
Grupo N Pituitaria anterior Hipotdlamo
Controles 3 12 652 1 778 2 008 I 265
LEM 3 14 250 ¥ 616 2 898 Y1051

+ ’
Los resultados se expresaron como medias - ES; LEM: animales con lesidn de

eminencia media; N: nlmero de animales.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos sugieren que los receptores cito-
sélicos para estradiol en la pituitaria anterior podrfan estar bajo la
influencia del sistema nervioso central, ya que al interrumpir la nor-
mal relacidén entre el cerebro y la pituitaria, con la lesién de la e-
minencia media, se produce una disminucién de la unién de estradiol

"in vitro",

Esta disminucidén ya es notoria a la hora de destruide la emi-
nencia medie y continda hasta alcanzar un "plateau" a los 7 dfas. Esto
indica un efecto rdpido y duradero de la destruccién electrol{tica
hipotaldmica sobre los receptores para estradiol en la pituitaria ante-

rior. .

En los animales lesionados existe una disminucién del 50% en
la capaéidad méxima de unidén y la constante de asociacién estd en el
mismo orden de magnitud que la hallada en los animales controles, Sin
embargo la falta de paralelismo en las rectas obtenidas de los datos
graficados segin el método de Scatchard, sugieren que los animales le-
sionados podrian sumar a la reduccién en el nimero de receptores, un
cambio en la afinidad por el estradiol. Esta reduccién en la capacidad
de unidén no se debe a un efecto generalizado de la lesién hipotalédmica
sobre la sf{ntesis proteica en la pituitaria anterior ya que ésta se

mididé por la incorporacién de glicina, y fue similar en ambos grupos
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de animales,

Paralelamenie a los estudios realizados "in vitro", se estudié
la captacién "in vivo" de (’H) estradiol por los distintos tejidos. Los
resﬁltados demostraron que la lesién de la eminencia media produce una
disminucién en la retencidn de estradiol por la pituitaria anterior, de

modo que se ratificéd lo hallado "in vitro".

Los estudios "in vivo" demostraron a su vez una disminucidn
de la captacién de estradiol por el hipotdlamo de los animales lesiona-
dos, dato que no se habia detectado en los estudios "in vitro". Si bien
este dato es sorprendente podr{a explicarse por el hecho que la captacidn
"in vivo" de estradiol por el hipotdlamo depende no sélo de los recepto-
res sino de otros factores, por ejemplo, la irrigacidén sanguinea. Por
otro lado, la captacidén hipotaldmica de estradiol no fue un proceso com-
pletamente saturable (60%) y en consecuencia existe una contribucién de
retencién no especifica. Ademds podria ser que los cambios se produjeran
en zonas discretas y que en los experimentos realizados "in vitro", no
pudieran detectarse por la dilucidn que produce el empleo de hipotdla-

mos totales.

El mecanismo por el cual la lesidén de eminencia media reduce
los receptores para estradiol en la pituitaria estd abierto a la espe-
culacién, aunque pueden considerarse tanto efectos directos como indi-

rectos.

El hipotdlamo regula contfnuamente las propiedades y las
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funciones secretorias de las células de la pituitaria a través de la
liberacidn de neurohormonas y neurotransmisores que llegan a la pituita-
ria a través del sistema porta. La lesidén hipotaldmica posiblemente
destruya el sitio de sintesis y/o trdnsito de estos moduladores y as{
la pituitaria quedarfa libre de la influencia neural. En consecuencia
el efecto de la lesidn de eminencia media reflejarfa la ausencia de

regulacidén sobre todas las funciones de las células hipofisarias, in-

cluyendo los receptores para estrdgenos.

Ya ha sido demostrado por otros laboratorios que la lesidn de
la eminencia media disminuye la produccidn y secrecién de diversas hor-
monas hipofisarias: hormona foliculoestimulante, luteinizante, cortico-=
trofina, tirotrofina y somatotrofina (80 , 91 , 92 ). Si bien no hay una
demostracidén directa que las células de la hipéfisis anterior responsa-
bles de la liberacidén de cada una de estas hormonas contiene receptores
para estradiol, el trabajo de Stumpf ( 93) utilizando autorradiografia
después de la administracién de estradiol, demostrdé que el 85% de las
células de la pituitaria retenfan estradiql y las acidéfilas contenian

una mayor proporcidén del esteroide radioactivo.

Una interpretacidén alternativa de los experimentos es que los
cambios enla situacién enddcrina que produce la lesién de la eminencia
media, sean los responsables de la reduccién de los receptores en la pi-
tuitaria. Todos los animales lesionados tenfan altos niveles de prolac-

tina y bajos los de hormona luteinizante sérica. A la hora de sacrifica-
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dos, los animales estaban hiperprolactinémicos y esta situacidn se repe-
t{a en animales utilizados a los 1, 7, 8, 10 y 21 dfas de lesionados.
Este dato corrobora el de Bishop y colaboradores ( 80). Este grupo demos-
tréd un aumento rdpido de hormona luteinizante sérica a la hora de la
lesién de la eminencia media, con una declinacién posterior a niveles
muy bajos. En consecuencia no parece haber un paralelismo entre los ni-
veles de hormona luteinizante y los datos aqui presentados de la unién
de estradiol, que sugiere en cambio, que la disminucifn en el nimero de
receptores refleja la direccidén ascendente de la liberacién de prolacti-

na.

La prolactina tiene efecto de retroalimentacién negativa sobre
la pituitaria anterior y el cerebro ( 94). Esta accibén conduce a una dis-
minucién en el peso de la pituitaria anterior y en la concentracidn de
prolactina después de la administracién de esta hormona ( 95) o el trans-

plante de tumores secretantes de prolactina (96 ).

La hiperprolactinemia estd también ligada a una disminucién en
la secrecién de gonadotrofinas ( 97). Tanto la hipdfisis anterior como
el cerebro contienen receptores para prolactina (98 , 99 ) y podr{a espe-
cularse que uno de los efectos de la retroalimentacidén negativa de la
prolactina se relaciona con la regulacidn de la unidn de estradiol. Si
as{ fuera, la disminucién de la unidn de estradiol podria ser uno de los
posibles pasos por los cuales la prolactina limita su propia si{ntesis y

secrecidén, en la medida que el estradiol aumenta la funcidn y la actividad
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secretora de las células productoras de prolactina en la hipdfisis ante-
rior (81, 84 ).

En conclusidn, la concentracién de receptores para estradiol
en la hip8fisis anterior puede estar reguladae directa o indirectamente
por el cerebro. Los mediadores de este efecto podrfan implicar sustan-
cias neurales secretadas por el hipotdlamo y/o niveles séricos de algu-

na hormona hipofisaria.
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CAPITULGO III

EFECTO DE LA BROMOCRIPTINA Y LHRH SOBRE LOS

RECEPTORES ESTROGENICOS DE LA ANTEROHIPOFISIS
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INTRODUCCION

En el capftulo anterior describimos los efectos que la lesidn
de la eminencia media producfa sobre los receptores en la pituitaria
anterior y los cambios hormonales que podrfan estar involucrados. En-
fatizamos asimismo la influencia directa que podrfa ejercer el sistema

nervioso central sobre los receptores hipofisarios.

Para analizar ain mds estos cambios decidimos ver qué efecto
se obtenia sobre la unién de estradiol en pituitaria de ratas hiperpro-
lactinémicas debidas a una lesién de la eminencia media, con el trata-
miento con un agoniste dopaminérgico. Actualmente la dopamina es acep-
tada como el principal factor inhibidor de la secrecidén de prolactina.
Como agonista dopaminérgico se eligid bromocriptina por su fuerte ac-

cién inhibitoria sobre la prolactina.

Los compuestos del ergot tienen una estructura de anillo te-
traciclico 1llamada ergolina (6-metil-ergolina). Pueden diferenciarse 3
subgrupos importantes: a) derivados del ac{do lisérgico, entre ellos la
bromocriptina, b) derivados de las clavinas y c) compuestos caracteri-

zados como amino ergolinas (Figura 4-1).

Ya en 1954 Everett (100) describié que la desconeccién de la
hipéfisis de la influencia neural, mediante su transplante bajo la cép-
sula renal, produce una hipersecrecién de prolactina. Nosotros utili-

zamos este modelo para probar los efectos de bromocriptina y comparar
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Figura 4-1: Los compuestos del ergot tienen una estructura de anillo
tetraciclico llamada ergolina. Pueden diferenciarse 3 sub-
grupos: a) derivadcs del dcido lisérgico, b) derivados de las clavinas,

c) compuestos caracterizados como amino ergolinas.



los resultados en ambos modelos hiperprolactinémicos.

Por otra parte, consideramos que la accién de la dopamina
podr{a ser directa sobre la hipdfisis, a través de sus receptores es-
pec{ficos, o bien indirecta. En este caso, algunos autores postulan que
la dopamina ‘libera LHRH o factor liberador de las gonadotrofinas ( 101).
Por lo tento, disefiamos experimentos en que la unidén del (3H) estradiol

fue estudiada en animales con y sin tratamiento con LHRH.

El estudio sobre el efecto del LHRH fue completado con experi-
mentos donde se estudid la posible accidén de este factor sobre los re-
ceptores citosélicos para estradiol, y ademés sobre la translocacidén
nuclear del complejo estradiol-receptor, evento de trascendental impor-

tancia para la expresidén bioldgica de la accién de la hormona sobre

la célula blanco,
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Lesidén de la eminencia media
El procedimiento utilizado fue descrito en el Cap{tulo III,
Los animales lesionados fueron en todos los experimentos ratas hembras

Wistar castradas (180-200 g).

Transplante de la hipdfisis debajo de la cédpsula renal

En animales bajo anestesia etérea se afeitd la zona renal iz-
quierda y se cortd piel y misculo en busca del rifidn. Se ojald la cédpsu-
la renal y ayudédndose con pinzas se insertaron 3-4 ldbulos anteriores
entre el rifidn y la cdpsula renal alejando el tejido transplantado de la
abertura, Se reubicd el rifidn y se utilizaron los animales de 7-10 dias
después de la operacidn.

Las hip8fisis transplantadas provinieron de ratas hembras Wis-
tar enteras y se removieron inmediatamente después de sacrificado el ani-
mal donante., Se separd el 14bulo posterior, que se descartd y se-procedié
al transplante. Para evaluar el éxito de la operacidén se consideraron
como pardmetros a) la vascularizacién del transplante, por observacién

macroscépica y b) su funcionalidad a través de la hiperprolactinemia sé-
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rica en los animales receptores.

Tretamiento con drogas gque modifican la secrecidn de prolactina

Los animales fueron tratados con mesilato de bromocriptina
(Sandoz, Suiza) con el fin de revertir la hiperprolactinemia causada por
(a) la lesidén de eminencia media o (b) los transplantes de hipéfisis ba-

jo cépsula renal.

La bromocriptina con el agregado de igual cantidad de dcido
tartdrico se disolvidé en etanol 70%-solucidén fisioldgica (30:70 v/v)
hasta una concentracién de 3mg/ml. Todos los animales recibieron el si-
guiente esquema de inyecciones subcutdneas: una dosis diaria total de
3mg/kg durante una semanae en dos dosis igualmente divididas a las 9 00
y 16 00 horas. Al 8° dfe los animales se inyectaron a las 9 00 horas y se

sacrificaron a las 12 horas por decapitacidén. Los animales controles re-

cibieron sélo vehiculo.

Tratamiento con el factor liberador de gonadotrofinas

Se utilizaron dos preparados de LHRH: 1) LHRH natural sintético
(Luteoliberina, Elea), obtenido por donacién del Dr. Ibafiez y 2) un ago-
nista del LHRH, denominado Buserelin (D-Ser(But)éLHRH(1-9)btﬂamida, ob-

tenido por donacién del Dr. Fernand Labrie, Laboratory of Molecular En-

- 70 -



docrinology, Le Centre Hospitalier de 1'Université Laval, Quebec, Canadd.
En ambos casos, el LHRH se disolvié en 0.9% NaCl conteniendo 1%
gelatina y se conservd a -LOC. Los esquemas terapéuticos fueron muy varia-

dos y se detallan en los distintos experimentos de la seccidn Resultados.

Receptores

Ensayo del receptor citoplasmdtico para estradiol

Los detalles del método utilizado fueron especificados en el

Cap{tulo II.

Ensayo de intercambio nuclear para estradiol

Los animales fueron tratados previamente con estradiol de acuer-
do a los protocolos especificados en la seccién Resultados. Este procedi-
miento es necesario para lograr la translocacidén al ndicleo de los recep-
tores citoplasmdticos, aunque implica la determinacién de los receptores
totales, es decir, translocados mds los libres existentes en el nicleo

celular (102 ).

El método fue adaptado de Roy v McEwen (102 ). Se homogeneiza-
ron los tejldos de 3 animales en un buffer 0.001 M KHZPOA' pH 6.5 con-
teniendo 0.003 M MgCl, 0.32 M sacarosa y 0.25% (v/v) Tritén X 100 (Mallin-
ckrodt Chemical Works, St. Louis, U.S.A.). E1 homogenato se centrifugé
durante 10 minutos a 3000 r.p.m, y 0°c y se obtuvo un primer sobrenadante

(SN1) y un pellet nuclear crudo. Este pellet se resuspendid en un buffer
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0.001 M KH.PO 0.32 M sacarosa (sin

274 2

Tritdn) y se lavé dos veces centrifugando a 3 000 r.p.m. durante 10 minu-

pH 6.5 conteniendo 0.003 M MgCl

tos cada vez y descartando los sobrenadantes. Los nlicleos purificados se
resuspendieron en 0.2 ml de la solucidén 0.32 M sacarosa, sin Tritén, y se
mezclaron con 1.05 ml de un buffer 0.001 M KH,PO,, pH 6.5 que contenia
2.39 M de sacarosa, 0,001 M MgCl2 para dar una concentracién final de sa-
carosa 2 M. Esta mezcla se centrifugé a 0°c 12 000 r.p.m. durante 30 mi-
nutos. Se descartd el sobrenadante y se obtuvo un pellet nuclear purifi-
cado. Se agregaron 150 ul de buffer TDB (0.01 M Tris-ClH, pH 7.6 que con-
tenfa 0.001 M ditiotreitol (DTT, Sigma Chemical Co), 0.0005 M bacitracina
(Sigma Chemical Co)) y se resuspendieron los nicleos. En ese momento se
agregé igual volumen de buffer TDBK.8 (TDB més 0.8 M KC1l). Las muestras

se mantuvieron en hielo durante 30 minutos con agitacién ocasional y se
centrifugaron a 12 500 r.p.m. durante 10 minutos a 0°C. Se decantaron 1los
sobrenadantes y se determind el ADN en los precipitados segin el método

de Burton ( 103), Los sobrenadantes se incubaron en dos series simulténeas:

la primera contenfa 2.5 x 1077 M de (BH) estradiol y la segunda 2.5 x 10~7

6 M de estradiol no radio-

M de (3H) estradiol més el agregado de 2.5 x 10~
activo. Se incubaron durante 5 horas a 25°C y se filtraron por minicolum-
nas de Sephadex LH-20, previamente equilibrado en un buffer 0.01 M Tris-
ClH, 0.4 M KC1, pH 7.6 (TK..). Se sembraron 250 ul de la mezcla de incuba-
cién y se eluyeron con 1 ml de buffer TK.4. Se recogieron los eluidos en
viales de conteo y se agregaron 10 ml de solucién centelladora para extra-

er la radioactividad. Para determinar el (BH) estradiol presente en los

nicleos y unido especificamente a receptor, se resta al valor de la radio-
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actividad total unida el valor de la radioactividad presente ain des-
pués del agregado de estradiol frio. Los resultados se expresaron como

femtomoles/ mg ADN o c.p.m./ mg ADN,

Incubacién "in vitro" de pituitaria anterior

Los trozos de tejido se colocaron en vasos de 10 ml y se agre-
gé 1 ml de buffer Krebs Ringer bicarbonato glucosa burbujeado con carbd-
geno (95% O2 y 5% CO2). Se incubaron las muestras a 37°C durante distintos
tiempos bajo atmésfera de carbdgeno. Finalizada la incubacién, los teji-

dos se pesaron y trataron de acuerdo al tipo de determinacién a efectuar.

Determinacién de los niveles séricos de hormonas hipofisarias

La descripcidén de los radioinmunoensayos de prolactina y LH

fue detallada en el Cap{tulo II.

Andlisis estadfsticos

Los datos se expresaron como su media y error estandar. Para
comparar resultados para diferencias grupales se empled el test de "t"

de Student.Los datos se obtuvieron de una computadora Hewlett Packard

modelo 9815A.
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RESULTADOS

Como ya demostramos en el Capftulo II las ratas con lesidén en
la eminencia media y sacrificadas 8 dfas después de la operacién presen-
tan una significativa reduccidn en la unién del (BH) estradiol al citosol
de pituitaria anterior y un incremento considerable en los niveles de
prolactina sérica (Figura 3-1). Estos cambios se revirtieron por trata-
miento de los animales lesionados con inyecciones dlarias de bromocrip-
tina a partir del dfa que se ubicé la lesién hasta el sacrificio, 8 dfas
después. En este caso, la unién de (BH) estradiol fue mayor en los anima-
les lesionados y tratados con bromocriptina que en las ratas lesionadas
y tratadas solamente con vehiculo (p<€0.02). Con respecto a los animales
con operacién simulada, la unidén fue ligeramente mayor aunque no signi-
ficativa. Los niveles de prolactina se redujeron en los animales lesio-

nados después del tratamiento con bromocriptina (Figura 3-1).

Posteriormente, quisimos investigar si el tratamiento con
bromocriptina afectaba también la unidn de (’H) estradiol a citosol de
pituitarias normales ademds de hacerlo en los animales lesionados. A
tal efecto se tratd un grupo de ratas ovariectomizadas, diariamente
con la droga durante 8 dfas, al final de los cuales se hicieron ensayos
de unidn y determinaciones de niveles de prolactina. En la Figura 3-2
se muestran los resultados de 5 experimentos separados. El tratamiento

con bromocriptina de las ratas controles tuvo un ligero efecto estimu-
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Figura 3-1. Grdfico superior: Unién de (’H) estradiol a citosol de pituita-

ria anterior en ratas controles con lesién simulada, lesién en

la eminencia media (LEM) y LEM tratadas con bromocriptina. Las figuras den-

tro de las columnas representan nimeros de experimentos separados, cada u-

no de ellos llevado a cabo con 5 animales.

Grédfico inferior: Niveles de prolactina sérice en el mismo

grupo de animales. Las figuras dentro o sobre las columnas representan

el nimero de animales estudiados. Los resultados se expresaron como media
t+ error estandar. (*p € 0.001 vs. controles, **p ¢ 0.02 vs. LEM).
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Figura 3-2. Grdfico superior: Unidn ds (’H) estradiol a citosol de pituita-

ria enterior en ratas controles y ratas controles tratadas con

bromocriptina.

Grdfico inferior: Niveles ds prolactina sérica ‘en los mismos
grupos de animales. Los ndmeros dentro de las columnas representan el
nimero de animales estudiados. En el grdfico superior los niimeros repre-

presentan experimentos separados, cada uno de ellos llevado a cabo con 5

animales
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latorio sobre la unién de (3H) estradiol, pero que no fue significati-
vamente diferente de los animales controles. Los niveles de prolacti-

na sérica fueron similares en ambos grupos. E1 efecto de la bromocrip-
tina fue considerado especifico para pituitarias desconectadas del ce-

rebro mediante lesidn hipotaldmica.

Otra serie de experimentos se llevaron a cabo usando otro
modelo de rata hiperprolactinémica. En este caso el aumento de prolac-
tina plasmidtica se logrd mediante el transplante de gldndulas pitui-

tarias bajo la cépsula renal (100),

La Figura 3-3 muestra los resultados de la unién de (3H)
estradiol a pituitarias "in situ" de animales con transplante, a pi-
tuitarias transplantadas bajo la cdpsula renal y a pituitarias trans-
plantadas bajo la cdpsula renal de animales tratados con bromocriptina.
La unidn de (3H) estradiol a pituitarias "in situ" de animales con
transplante dio valores de 157 + 9 fmol/ mg proteina (media + error
estandar, n=4 experimentos), en el rango de las pituitarias normales

mostradas en las Figures 3-1 y 3-2 (163 + 16 y 189 + 36 fmol/ mg pro-

teina, respectivamente). La unidén en las pituitarias transplantadas
de ratas no tratadas fue sélo un 10% del valor hallado en las glédndulas

"in situ" del mismo grupo de animales.

En contraste con lo hallado en ratas con lesién de la eminen-
cia media, esta reducecidén de los receptores estrogénicos no fue rever-

tida por el tratamiento de los animales transplantados con bromocrip-
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Figura 3-3. Grdfico superior: Unidn de (BH) estradiol a citosol de pituilta-
rias "in situ" de animalés con transplantes (A), de pituita-
rias transplantadas (B) y de pituitarias transplantadas en animales trata-

dos con bromocriptina (C). (*p < 0.001 vs. pituitarias "in situ" , grupo (4))
Grdfico inferior: Niveles de prolactina sérica en animales con

transplante tratados o no con bromocriptina. (*¥*p < 0.001 vs. ratas trans-

plantadas). Las figuras dentro o sobre las columnas representan el mimero

de animales estudiados. En el grdfico superior, las figuras dentro de las

columnas representan el nimero de experimentos separados, cada uno de ellos

llevado a cabo con 5 animales.
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tina por 8 dfas. Los niveles de prolactina sérica a consecuencia de
los transplantes se elevaron aproximadamente 5 veces (p 0.001) com-
parados con los niveles en ratas controles ovariectomizadas (Figuras

-1 3-2), El tratamiento con bromocriptina redujo estos niveles sig-
nificativamente en los animales con transplante. Este dato concuerda

con lo demostrado por Fluckiger y del Pozo ( 104 ), lo que sugiere que
la bromocriptina actuarfa no solamente a nivel hipotaldmico sino también
directamente sobre la pituitaria como agonista del receptor dopaminér-

gico.

Luego de demostrar que la bromocriptina regulaba los recep-
tores citosdlicos de la anterohipdfisis, nos abocamos a dilucidar si
otros facfores hipotaldmicos intérvendrian en la regulacién de estos
receptores, por las razones discutidas en la Introduccién de este ca-

pitulo.

En la Tabla 3-1 mostramos los resultados de varios experimentos
donde tratamos animales con LHRH o estradiol. Utilizando dosis de 5 ug/
rata/d{a durante 5 dfas del andlogo sintético denominado Buserelin,
no observamos cambios en ratas hembras intactas o ratas castradas. En
ratas castradas, tratadas con estradiol en la dosis de 0.125 ug/ 100 g
durante 5 dfas, no obtuvimos cambios cuando el tratamiento incluyé
LHRH (Tabla 3-1). El LHRH no modificé la unién del (BH) estradiol aunque

produjo aumentos del LH sérico.

La falta de regulacién de los receptores citosélicos por LHRH

nos 1levd a considerar la posible influencia del factor liberador
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Tabla 3-1. Evidencias que el LHRH administrado "in vivo" no modifica los
receptores citosdlicos estrogénicos de hipéfisis incubadas

"in vitro".

LHRH (ug) E, (ug/100g PC) LH (ng/ml)  fmol 3H-E2unido/mg prot
+ +
Grupo (a) ~- -- 295.13-82.04 92.01-4.4
5 -- 720.48%151.36 123.34%28.75
Grupo (b)  -- -- 407.3 £143.713%  92.32%16.83
5 -- 938.28%139.26 93.08%16.68
Grupo (¢)  -- - 2878.45%543.12 88.25% 2.46
5 -- 2406.957595.83  111.42110.03
Grupo (d)  -- 0.125 1302.475135.40%%  83.92% 5.2,
5 0.125 2335.17%318.52 85.39% 9.00

Grupos: a)animales enteros tratados con 5 ug LHRH (Buserelin)/d{fa duran-
te 4 dfas y castrados el d{a anterior al experimento; b) animales castra-
dos e inyectados durante 4 dfas con LHRH; ¢) grupo semejante al a), y d)
animales castrados e inyectados con 0.125 ug/100 g de estradiol y LHRH
5ug/d{a durante 4 dfas.

*p € 0.025

*%p < 0,02
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sobre la unién nuclear de la hormona, en vista a los resultados del

grupo de Muldoon ( 105 ) en este sentido. En esta serie de experimentos,
rataé hembras castradas fueron divididas en dos grupos: el primero fue
considerado control, y al segundo se le administrdé 1 ug de LHRH (Luteoli-
berina Elea) por dfa durante 7 dfas. Una hora antes del sacrificio, ambos
grupos fueron estimulados con 20 ug de estradiol i.p. para inducir 1la
translocacién nuclear. La Figura 3-4 muestra los datos en los animales
controles con y sin tratamiento con LHRH (columnas de la derecha): no

se observd ninguna modificacién por accién del LHRH. En una segunda se-
rie de experimentos, utilizamos ratas con LEM que fueron similarmente tra-
tadas con LHRH en la dosis de 1 ug/ dia durante 7 dfas, mientras que
otro grupo de ratas con LEM fueron inyectadas con vehiculo. Los dos gru-
pos fueron estimulados con 20 ug de estradiol i.p. 1 hora antes del
experimento, en el que se determinaron los receptores nucleares para
(3H) estradiol mediante la técnica de intercambio. La Figura 3-4 mues-
tra que en forma similar a las ratas controles, los animales con lesidn
hipotaldmica na respondieron al LHRH, en cuanto a que la translocacidn

nuclear no fue modificada por el tratamiento.

En otros experimentos, empleamos diferentes esquemas terapéu-
ticos para estudiar el posible efecto del LHRH sobre los receptores estro-
génicos del ndcleo. En los experimentos de la Figura 3-5, animales cas-
trados fueron tratados con 10 ug de LHRH cada 30 minutos, en total 3
inyecciones, con sacrificio a los 60 minutos. Un primer grupo fue tra-

tado con 500 ng de estradiol/ 100 g de peso y otro con 50 ng de hormona
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Figura 3-4. Ensayo de intercambio nuclear. Grupo (a): animales lesionados
en la eminencia media (LEM) e inyectados o no, durante 7 dias

con lug LHRH/dfa, 2 dfas después de la operacidn. Grupo (b): idéntico

esquema pero utilizdndose las pituitarias de animales controles.

Los nimeros en las columnas representan el nimero de experimentcs separa-

dos, cada uno de ellos llevado a cabo con 3 animales.
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Figura 3-5. Ensayo de translocacidén nuclear "in vivo". Los animales se tra-
taron con 3 inyecciones de LHRH (10ug) cada 30 minutos y se sa-
crificaron a la hora. Grupo (a): inyectados durante 2 dias previos con 500
ng E2/100g PC. Grupo (b): inyectados durante 2 dias previos con 50ng E2/
100g PC. E1 nimero en las columnas representa cantidad de experimentos

separados, cada uno de ellos llevado a cabo con 3 enimales.

- 83 -



durante los dos dfas previos al experimento. La concentracidén de sitios
receptores nucleares para (3H) estradiol determinados por intercambio, no

mostrd diferencias entre los grupos tratados con LHRH y los no tratados.

La Ultima posibilidad explorada fue que el LHRH actuara "in vi-
tro" sobre la hipéfisis regulando la translocacidn del receptor cito-
plasmdtico al niicleo. Para estudiar este mecanismo, se emplearon animales
controles castrados,en el primer experimento (Tabla 3-2) y animales con
lesién hipotaldmica (Tabla 3-3) . En el experimento de la Tabla 3-2, las
pituitarias dé ratas castradas se dividieron en cuatro grupos: a) sin
tratamiento; b) con el agregado de LHRH (Buserelin) 50 ng/ml de medio; c)
con estradiol, 150 pg/ml de medio y d) LHRH més estradiol. Luego de incu-
bar las glédndulas en estas condiciones durante 60 minutos, se analizaron
los receptores nucleares por técnicas de intercambio. En la Tabla 3-2 se
observa que en las pituitarias de animales castrados sin tratamiento, se
obtiene una discreta pero medible unidn nuclear, correspondiente a los
receptores nucleares libres, ya descrito por otros autores ( 106 ). E1
LHRH no posee efectos en pituitarias no estimuladas (grupo b) ni en aque-
llas donde la translocacidn nuclear fue estimulada por el estradiol (grupo
d). E1 agregado de estradiol "in vitro" fue sumamente efectivo para pro-

mover la translocacidn, y esta accidén evidentemente no necesita del LHRH.

Cuando se utilizaron ratas con LEM (Tabla 3-3), y en todos los
casos se estimuld la translocacidn nuclear con 150 pg/ml de estradiol en

el medio de incubacidn, el grupo LEM presentd una ligera reduccidn de la
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Tabla 3-2. Efecto del LHRH sobre la translocacidén nuclear del receptor

estrogénico "in vitro".

LHRH (ng/ml) E, (pg/m) CH) estradiol uiiSd/mg ADN

Grupo (a) -- -- 190.44
-- -- 125.15
Grupo (b) 50 - 121.79
50 - 120.64
Grupo (c) -- 150 481.06
- 150 348.75
Grupo (d) 50 150 392.25
50 150 349.7

Las hipdfisis de ratas castradas se incubaron durante 60 minutos
a 37°C en medio Krebs-Ringer bicarbonato glucosa, en ausencia de hormonas
(grupo a), con LHRH (Buserelin, grupos b y d), o con 150 pg/ml de estradiol
(grupos ¢ y d).Finalizada la incubacién se determind la unidn nuclear del

(BH) estradiol mediante ensayo de intercambio.
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Tabla 3-3. Efecto del LHRH sobre la translocacién nuclear del receptor
estrogénico "in vitro" de la hipdfisis de ratas con lesidn

de eminencia media (LEM).

Estradiol Animales LHRH (BH) estradiol unido n

(pg/ml) (ng/ml1) (fmol/mg ADN)
Grupo (a) 150 Controles -- 190.94 ¥ 26.61 3
Grupo (b) 150 LEM -- 141.36 ¥ 11.6 3
19,76 3

Las hipdfisis de ratas castradas controles (grupo a) y de ratas
con LEM (grupos by c) fueron incubadas durante 60 minutos a 37°C en medio
Krebs Ringer bicarbonato glucosa, en presencia de 150 pg/ml de estradiol
y LHRH 50 ng/ml (grupo c). Al fin de la incubacién se determind la unién
nuclear del (BH) estradiol mediante ensayo de intercambio. n: nimero de ex-

perimentos, cada uno llevado a cabo con 3 ratas.
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translocacidn nuclear, concordantemente con la reduccidén de los recep-
tores citoplasmdticos que muestran estos animales y que describimos en el

Capitulo II. Estos valores no se modificaron por el agregado de LHRH.
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DISCUSION

En este capitulo se confirma que las ratas con lesién en la emi-
nencia media tienen menor capacided para unir (3H) estradiol en el citosol
de la pituitaria anterior y un incremento pronunciado de los niveles de
prolactina sérica. Nosotros postulamos que lcs cambios en la unidn del es-
trégeno podrfan deberse a: 1) pérdida de algin factor hipotaldmico que nor-
malmente mantenga el contenido de receptores estrogénicos, 2) a un efec-
to de los niveles -elevados de prolactina circulante sobre la pitui-

taria anterior o 3) a- algﬁn otro factor desconocido.

De este modo, se llevaron a cabo experimentos para dilucidar es-
tas posibilidades como as{ también para determinar si la menor capacidad
de la gldndula para unir estradiol podfa restaurarse por tratamiento con
un agonista de la dopamina, que estd postulado como el factor inhibidor
de la prolactina (107 ). El agonista usado fue bromocriptina, que inhibe
la secrecién de prolactina interactuando con receptores dopaminérgicos

de alta afinidad de la pituitaria ( 108, 109),

En la primera serie de experimentos la pronunciada accién de
bromocriptina para disminuir los niveles de prolactina en los animales
lesionados fue también acompafiada por un aumento de 2.6 veces de la unidn
del estradiol en la hipdfisis anterior lo que suger{a un efecto de prolac-
tina en la regulacidén de los receptores para estradiol o bien una accidn

directa de bromocriptina sobre los receptores pituitarios.

- 88 -



Un segundo paso en los estudios llevé a comprobar el efecto
que tenia bromocriptina sobre la unién del estradiol y los niveles de pro-
lactina en ratas normales, o sea, sin lesn hipotaldmica. El tratamien-
to no modificé los valores controles; la bromocriptina no fue capaz de au-
mentar significativamente el ya elevado nimero de receptores hipofisa-

rios en ratas ovariectomizadas.

El tercer paso fue estudiar la unidn de estradiol en pituitaria
en otro modelo de rata hiperproléctinémica: animaies con pituitarias trans-
plantadas bajo la cdpsula renal. La unidn de estradiol por las pituitarias
"in situ”" de ratas transplantadas no fue afectada por la presencia del
transplante, lo cual descartaria a la prolactina como el principal factor
que regularfa los receptores estrogénicos. Las ratas que llevaban el trans-
plante estaban hiperprolactinémicas y ¢sto se redujo notablemente luego del
tratamiento con bromocriptina como ocurria con las ratas con lesién en la
eminencia media. Es interesante hacer notar que los sitios de unidn para
estradiol en las pituitarias transplantadas fueron muy bajos y no se reco-
braron con el tratamiento con bromocriptina en contraposicién con el efecto
de bromocriptina en animales con lesién en la eminencia media. Sin embargo,
la droga llege hasta las células lactotropas, ya que se reducen los niveles
de prolactina. La inefectividad del agonista en recuperar los receptores en
las pituitarias transplantadas a valores normales puede explicarse por o-
tras diferencias: las ratas con lesién en la eminencia media tienen mayores

niveles de prolactina sérica, una sintesis aumentada de prolactina y un re-
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ducido nivel del resto de las hormonas hipofisarias. Las ratas con gldndu-
las transplantadas tienen menor nivel de prolactina con respecto al modelo
anterior, la sintesis de prolactina estd disminufda y la hipofuncidn de le

gldndula es méds severa (80, 94, 110-112).

Con respecto a la posibilidad que la dopamina estuviera actuando
a través de otro factor, nuestros resultados demuestran que tanto el LHRH
natural como su andlogo sintético (Buserelfn), no modificaron los recepto-

res para estradiol en la pituitaria anterior de rata.

La falta total de efecto del LHRH sobre los receptores estrogéni-
cos fue determinado mediante estudios y disefios diferentes: 1) tratamien-
to con LHRH "in vivo" en ratas castradas con y sin trataminto estrogéni-
co y en las que se estudid la unidn del estrdgeno en d citosol; 2) trata-
miento con LHRH de ratas castradas con y sin lesidn de la eminencia media
y en las que se estudid la unidén en el nicleo luego de la translocacidn
efectuada por administracidn "in vivo" de estradiol:; 3) animales tratados
"in vivo" con LHRH y/o estradiol y en los que se determind la unidén del es-
tradiol al receptor citosélico luego de la incubacién de las hipéfisis "in
vitro"; 4) tratamiento "in vitro" con LHRH con y sin estradiol, determinén-
dose la translocacidn nuclear "in vitro", en hipéfisis de ratas castradas

normales o con lesidén de eminencia media.

Creemos que las evidencias experimentales son de suficiente peso
para afirmar la falta de accién del LHRH sobre los receptores estrogénicos.

Estos estudios no apoyan los trabajos de Muldom y col. ( 105), quienes ob-
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servan que el LHRH es muy activo para influenciar tanto "in vivo" como "in

vitro" la translocacién del receptor estrogénico. No podemos aventurar hi-

pdtesis sobre esta discrepancia, y solamente mostrar que bajo nuestras con-
diciones experimentales, que fueron las mds variadas posibles, el efecto

no es demostrable., Las dosis de LHRH natural o sintético fueron bioldgica-

mente activas tal como lo demuestran el incremento del LH sérico de las ra-

tas sometidas al tratamiento con el factor liberador.

La conclusidn de estos estudios, sumando los resultados de este
capftulo a los del capftulo anterior, es que cuando se impide la llegada
de dopamina a la pituitaria a través del sistema porta, se presenta una re-
duccidn de la unién del estradiol, y paralelamente un incremento de los
niveles de prolactina circulante. La terapia supletoria con el agonista do-

paminérgico bromocriptina restaura ambas variables.

La posibilidad que sea la prolactina la causante de la reduccién
de los receptores estrogénicos, no se ve avalada por las siguientes conclu-
siones: a) en ratas hiperprolactinémicas por transpalnte de la hipéfisis
debajo de la cdpsula renal, las hipéfisis "in situ" de los mismos animales
no presentan reduccién del ndmero de receptores estrogénicos; b) la prolac-
tina "per se" en los casos que fue administrada y cuyos datos figuran en
la literatura (67, 68,113) nunca disminuyé sino que aumenté los receptores
estrogénicos de otros érganos blanco, tales como la gldndula mamaria y el

higado.

La demostracidn original del efecto de bromocriptina sobre los



receptores estrogénicos, se ha visto considerablemente reforzada por re-
cientes publicaciones. Carrillo y col. (114 ) demostraron que la concenira-
cién de receptores estrogénicos anterohipofisarios desciende luego del tra-
tamiento con ¢\ -metil-tirosina, al tiempo que aumenta la prolactina séri-
ca, mientras que el tratamiento de estos animales con bromocriptina, des-
ciendo los niveles de prolactina, al tiempo que revierte la reduccién de
los receptores. En otro modelo estudiado por Carrillo y col., ratas con
lesién hipotaldmica producida por administracidn neonatal de monosodio glu-
tamato, muestran valores disminuidos de receptores estrogénicos de la hipd-

fisis que revierten por bromocriptina.

Esta conjuncién de datos sugiere el control hipotaldmico dopa-

minérgico de la poblacién de receptores estrogénico de la hipéfisis anterior.

- 92 -



CAPITULO IV

EFECTOS DE LA DIABETES SOBRE LA UNION DEL ESTRADIOL

EN EL CITOSOL DE LA PITUITARIA ANTERIOR E HIPOTALAMO
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus estd asociada con fallas reproductivas
femeninas tanto en animales como en humanos. En ratas de experimenta-
cién la diabetes causa: 1) el cese o alargamiento del ciclo estral con
prolongados perfodos de diestro; 2) maduracién sexual retardada en ani-
males preptiberes; 3) menor nimero de Svulos liberados cuando ocurre la
ovulacidn; 4) aumento de la reabsorcién fetal; 5) deficiencias en la
lactancia y 6) reduccidén importante de los pesos ovédricos y uterinos
(115 -117, 120 ). Estos cambios se adjudicaron a problemas ovéricos ya
que en ratas con diabetes por aloxano, hay una menor respuesta de los
ovarios a las gonadotrofinas administradas en forma exdgena, aunque los
niveles de gonadotrofinas enddgenas parecen estar normales (118 , 120 ).
En realidad los pesos uterinos reducidos y el nimero de ovocitos de los

diabéticos son consistentes con la esteroidogénesis ovdrica y respuesta

ovulatoria dificultada.

Otros trabajos consideran también como causante directo de los
problemas reproductivos en la diabetes, a alteraciones en la regulacién
de la actividad ovdrica por el sistema nervioso central y en la accién
central de los esteroides. Denari y Rosner demostraron que en ratas dia-
béticas por aloxano existe una reduccidn en la captacidn de E, por el
hipotdlamo anterior y adenohipdéfisis luego de la interrupcidén del tra-

tamiento insulinico, pero no en dtero, vagina o misculo esquelético (119 ),
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mientras que Gentry y col. (120) publicaron que en animales diabéticos
exist{a disminucidén de la captacidén nuclear del estradiol en el SNC e

hipéfisis sin cambios en la captacidn por los tejidos totales.

En este capitulo confirmamos los cambios en la captacidn
nuclear (120) y observamos ademds una disminucién en la unidén citosdli-
ca de E2 en la pituitaria anterior de ratas con diabetes por estreptozo-
tocina (STZ), pero no en el hipotdlamo. Estos cambios en la unién del E2

no son debidos a una reduccién en la sintesis proteica.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar (180-200g)
instaladas en una habitacidén con aire acondicionado, luz desde 7 00 a 19 00

horas diariamente, alimentadas con Purina y agua "ad libitum".

Todos los animales se ovariectomizaron por vie lumbar bajo anes-

tesia con éter.

quuccién de la diabetes

Una semana después de la ovariectomfa, las ratas fueron trata-
das con 90 mg/kg de Estreptozotocina (Gentileza Dr. Houssay, Upjohn) i.v.,

preparada de acuerdo a Junod y col. ( 121),

Los animales fueron utilizados un mes después de la induccidn

de la diabetes, y en ese momento la glucosuria fue mayor al 2% y la glu-

cemia mayor de 400 mg%.

Receptores

Ensayo del receptor citoplasmdtico para estradiol

Los detalles del método utilizado fueron especificados en el

Capftulo II (122).
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Captacién nuclear de (’H) estradiol por la pituitaria anterior e hipotdlamo

Se inyectaron animales bajo anestesia, con 10 uCi (BH)-E2/150 g
PC, por via i.v.. A la hora fueron reanesesiados y perfundidos con 60 ml
de 0.9% NaCl por via intracardfaca (123). Se juntaron pituitarias ante-
riores e hipotdlamos de 3 animales y se aislaron los niicleos segin el
método de McEwen y Zigmond (124). Los tejidos se homogeneizaron en un

buffer 0,001 M KH2P04' pH 6.5 conteniendo 0.003 M MgCl,, 0.32 M sacarosa

20
y 0.25% (v/v) Triton X 100. El homogenato se centrifugé durante 10 minu-
tos & 850 x g a 0-4°C y se obtuvo un primer sobrenadante (SN1) y un pe-
llet nuclear crudo. Este pellet se resuspendid en un buffer 0,001 M KH2P04,
pH 6.5 conteniendo 0,003 M MgCl,, 0.32 M sacarosa (sin Triton) y se la-

v6 dos veces centrifugando a 850 x g durante 10 minutos cada vez y des-
cartando los sobrenadantes. Los nicleos purificados se resuspendieron

en 0.2 ml de la solucidén 0.32 M sacarosa, sin Triton, y se mezclaron con

1.05 nl de un buffer 0.001 M KH,PO,, pH 6.5 que contenfa 2.39 M de saca-

4
rosa, 0,001 M Mg012 para dar una concentracién final de sacarosa 2 M.
Esta mezcla se centrifugd a 0-4°C y 12 000 r.p.m. durante 30 minutos.
Se descartd el sobrenadante y se obtuvo un pellet nuclear purificado.
Este pellet fue extrafdo con 0.4 M KCl a 0-4°C y luego de centrifuger,
la radioactividad residual retenida en los ndcleos fue extraida con eta-

nol (125 ), Se determind la radioactividad presente en el primer sobre-

nadante SN1 (citoplasma), en el extracto de KCl y en el extracto etané-
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lico, expresando los resultados como fmoles (3H)-E2 en la fraccién/mg

de proteina,

Incorporacién de 14C-aminoécidos-a proteinas hipofisarias

Cada pituitaria se preincubd durante 15 minutos a 37°C en 1
ml de buffer Krebs-Ringer bicarbonato glucosa (KRBG). Se descartd el me-
dio y se agregd 1 ml del mismo buffer mds 4 x 105 c.p.m. de una mezcla

de '4C-aminodcidos (New England Nuclear),

Se incubaron las gldndulas durante 120 minutos a 37°% bajo at-
nésfera de carbdgeno (95% 02-5% COZ) en un incubador metabdlico Dubnoff.
Finalizado el tiempo de incubacidén se lavaron las pituitarias con 1 ml
de KRBG y se purificaron las protefnas. Se homogeneizd cada pituitaria
en 0.5 ml de 10% dcido tricloroacético (TCA) y se dejé en frio durante
la noche; a la mafiana siguiente se descarté el sobrenadante. Se agregé
0.5 ml de 5% TCA y se calentd durante 30 minutos a 90°C, descartando el
sobrenadante. E1l precipitado se disolvid en 0.5 ml de etanol-éter (1:1,
v/v) y se calentdé a 40°C durante 15 minutos y se descartd el sobrenadan-
te. Después de lavar el precipitado con 0.5 ml de éter, se disolvid en
0.2 ml de NaOH 1N y se tomd 20 ul para determinar prote{nas segin el
método de Lowry ( 83 ). El volumen restante se pasd a un vial de conteo

y se determind la radioactividad. Los resultados se expresaron como C,p.M.

incorporados/mg proteina.
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Andlisis estad{fsticos

Los datos se expresaron como su media y error estandar. Para
comparar resultados para diferencias grupales se empled el test de "t"
de Student. Los datos se obtuvieron de una computadora Hewlett Packard

modelo 98154,
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RESULTADOS

La Figura 4-1 muestra los resultados del ensayo de unidn del
(BH)-E2 en citosol de la hipéfisis anterior y el hipotdlamo., Ocho ensa-
yos fueron llevados a cabo para la pituitaria y seis para el hipotdlamo,
los que demostraron que el grupo diabético unid menos (BH)-E2 (p £0.05)
en el citosol de pltuitaria que las ratas controles, mientras que no hu-
bo cambios en la unidn en el hipotdlamo. Esta reduccién de la unidn no
fue debida al efecto deletéreo y poco especf{fico de la diabetes sobre
la sintesis proteica de la pituitaria, ya que la incorporacién de una
mezcla de aminodcidos marcados con 1I*C a las protefnas totales de la

hipéfisis fueron similares en los grupos controles y diabéticos (Figura

4-1).
Se estudié también la captacidn del (BH)-E2 "in vivo". Los da-
tos de la Tabla 4-1 muestran la cantidad de E2 que quedd remanente en
el citoplasma luego de la precipitacidén nuclear, ademds de la radiocacti-
vidad incorporada en las dos fracciones nucleares (salina y etanélica).
La radioactividad nuclear extrafble con 0./ M KC1, que representa al (BH)-
E, unido a macromoléculas (125 ) se vid marcadamente disminufda en el
grupo diebético. El material extrafble con etanol, que posiblemente re-
presente la hormona unida a cromatina ( 126 ), disminuyd levemente, mien-

tras que la reduccidn en las mismas fracciones pero de hipotdlamo sufrid

también una pequefia disminucidn. Las ratas diabéticas también mostraron
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Figura 4-1. (a) Unién del (BH)-E2 en el citosol de la pituitaria ante-
rior y el hipotdlamo en ratas controles (C) y diabéticas (D).

Los niimeros en circulos representan el nimero de experimentos. (b) Incor-
poracidn de 146 _aminodcidos a protefnas totales de pituitaria de ratas
controles (C) y diabéticas (D).

ﬁ)(0.0S vs. ratas controles,
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Tabla 4-1. Captacidn del (BH) estradiol por los nicleos y citoplasma

de la pituitaria anterior e hipotdlamo de ratas controles

y diabéticas.

Pituitaria Hipotdlamo
Fraccidn (fmol/mg prot.) (fmol/mg prot.)
Control Diabético Control  Diabético
Citoplasmética 4.7 3.5 2.1 1.3
Nuclear: KCl extrafble 26.9 5.3 18.1 15.4
Nuclear: etanol extraible 64.0 55.8 39.1 22.3
- 102 -



menos radioactividad en la fraccidn citoplasmdtica de la pituitaria an-
terior (Tabla 4-1). Estos resultados sugieren que los receptores del E2
estaban disminufdos tanto en las fracciones nucleares como en el citoplas-

ma de las hipdfisis de ratas diabéticas.
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DISCUSION

Estas demostraciones apoyan los trabajos de Gentry y col. (120 ),
sobre la reduccién de la captacidn del (3H)-E2 en la pituitaria de ra-
tas diabéticas, pero encontramos ademds en esta gléndula un receptor ci-
tosélico defectuoso en nimero y probablemente en su translocacidn del

citoplasma al ndcleo.

El transtorno de la unidn del estradiol en la pituitaria puede
ser responsable de las anormalidades de la funcidn reproductiva descritas
en la diabetes mellitus (115 - 118), ya que se sabe que la accién del
estradiol es necesaria para obtener respuesta de las células gonadotropas
al LHRH (127 ), Dentro de esta linea, Kirchick y col (128 ) demostraron
que en ratas diabéticas el pico preovulatorio de LH se pierde, presumi-
blemente debido a una menor sensibilidad del hipotdlamo y de la pituita-
ria anterior al E,. Esto a su vez explicarfa la anovulacién de las ratas

hembras diabéticas.

Aunque existan pocos trabajos que discutan la regulacidn de la
interaccidén del complejo E2-receptor a nivel de la pituitaria, esta rela-
cién puede estar modulada por el hipotélamo. Esta conclusidn se basa en

lo demostrado en el Capitulo II en ratas con lesidén en la eminencia media,

~las que presentaron reduccidn de la unidén del estradiol en la pituitaria

anterior. Esto sugiere que los animales diabéticos tienen algo en comin

con los lesionados en la eminencia media, y es posible que un transtorno
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hipotaldmico esté detrds de los cambios en los receptores de la hipé-
fisis observados en el presente capitulo, Sin embargo, otros factores
patogénicos no pueden excluirse, ya que los cambios en la diabetes no
se reducen al estradiol sino que también existe una disminucidn en la
unidén y en la respuesta a los andrdgenos y a los corticosteroides en

el cerebro y la pituitaria anterior de animales diabéticos (119, 123,

129, 130).
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CAPITULO V

CAMBIOS EN LA TRANSLOCACION NUCLEAR DEL COMPLEJO (BH)-E2

RECEPTOR EN LA PITUITARIA ANTERIOR DE RATAS DIABETICAS
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INTRODUCCION

Como se explicd en el Capitulo IV, la diabetes crénica condu-
ce & una severa falla reproductiva en animales hembras., Aunque existen
discrepancias acerca del origen de esta falla, creemos que en parte pue-
de adjudicarse a una alteracién del eje sistema nervioso central-hipdfi-
sis. Esta sugerencia se ve apoyada por la respuesta anormal al LHRH de
la pituitaria, la falta del pico preovulatorio de LH y la anovulacién
de las ratas diabéticas ( 128, 131). También los datos del efecto de
esteroides sexuales sobre estructuras nerviosas atestiguan la disfuncién
del eje hipotdlamo-hipéfisis: la captacidén por tejido total y la unién
en citosol y niicleos de las hormonas sexuales, estdn disminufdas en la
pituitaria e hipotdlamo de animales diabéticos(119,120,132).También
las alteraciones primarias en los drganos reproductivos pueden ser las
causas que produzcan los transtornos que se presentan en la diabetes,

aunque no todos los autores que han trabajado en este tema estédn de a-

cuerdo (133 - 135).

En este capftulo se presentan resultados sobre la transloca-
cidn "in vivo" del complejo E2-receptor desde el citosol al nicleo en
ratas controles y diabéticas. Se demuestra que la translocacidn en la
pituitaria estd reducida en ratas diabéticas ovariectomizadas tratadas
con una dosis baja de E2 y este cambio se acompafia de una disminucidn

de la respuesta bioldgica al E2, expresada en la reducida induccidén de
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receptores progestacionales y la pobre respuesta prolactinica sérica.

Con una dosis elevada de estradiol la translocacidn en las pituitarias
diabéticas se normaliza, como asi también la respuesta biolégica hipo-
f'isaria al E2. En el dtero de ratas diabéticas, tanto la dosis alta como
la baja de E2 resultan en menor translocacidn del complejo hormona-recep-
tor al nlcleo. Finalmente, se discuten las posibles razones por las que

se obtuvieron respuestas diferentes en el Utero y la pituitaria de ratas

con diabetes experimental.
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MATERIALES Y METODOS

Animeles

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar (180-200g)
mantenidas en una habitacidn con aire acondicionados, luz desde 7 00 a 19 00

horas diariamente, alimentadas con Purina y agua "ad libitum",

Todos los animales se ovariectomizaron por v{ia lumbar bajo anes-

tesia con éter.

Induccidn de la diabetes

Una semana después de la ovariectomfa, las ratas fueron trata-
das con 65 mg/kg de Estreptozotocina (STZ, gentileza del Dr. David Zam-

brano de Laboratorios Upjohn) i.v.(129 ).

Los animales fueron utilizados un mes después de la induccién
de la diabetes y en ese momento la glucosuria era mayor al 2% y la glu-

cemia era de 438 : 14.mg/dl (n=10).

Induccidn del receptor progestacional

La induccidn de receptores progestacionales se realizé por
tratamiento de los animales con inyecciones diarias s.c. de 0.5 o 25 ug/
100 g peso corporal (PC) de benzoato de E, en aceite vegetal (Gentileza

del Dr. Montuori, Laboratorio Gador) durante 3 dfas mds una cuarta inyec-
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cién i.p. 60 minutos antes del sacrificio de E2 en 30:70 v/v etanol-sa-
lina. El mismo esquema de tratamiento fue empleado para estudiar el in-

tercambio nuclear de E2 por los nidcleos uterinos.

Recoleccidn de sangre

Se tomaron las muestras por recoleccidn de la sangre troncal

luego de la decapitacidn.

Receptores
Ensayo de intercambio nuelear para estradiol en la pituitaria anterior

Para los ensayos de intercambio nuclear en la pituitaria los
animales se inyectaron i.p. 60 minutos antes del sacrificio con 0.5 o
25 ug/100 g PC de E, en 30:70 v/v etanol-salina y luego se procedid

segliin se detalld en el Capitulo II.

Ensayo de receptor citosdlico- progestacional en la pituitaria anterior

Las pituitarias anteriores de 3 ratas controles o diabéticas
se agruparon y homogeneizaron en un buffer 0,010 M Tris-HCl que conte-
nfa 0.0015 M EDTA, 0.002 M mercaptoetanol y 10% glicerol, pH 7.4. El
homogenato se centrifugd a 105 000 x g durante 60 minutos a O-AOC y a-
1{cuotas del citosol (0,2 ml) obtenido de esa manera, se incubaron con
una concentracidn saturante de (BH)—R 5020 (6 nM, 17& ,21-dimetil-19-

nor-pregna-4,9-diene-3,20-diona, promegestona, act. esp. 87 Ci/mmol
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New England Nuclear), con incubaciones paralelas que contenfan 6 uM del
progestacional no radioactivo. La incubacién se realizd a 0-4°C durante
20 horas, tiempo necesario para llevar la reaccién al equilibrio (136 ).
Las hormonas libre y unida se separaron en minicolumnas de Sephadex LH-
20. Los resultados de unién especifica se expresaron como fmoles (BH)

R 5020/mg protef{na., Las protefnas se determinaron de acuerdo al método

de Lowry y col. (83 ).

Ensayo de intercambio nuclear para estradiol en el tero

Se utilizd una modificacidén de un método previamente empleado
para determinar receptores nucleares para E2 en células humanas endo-
metriales en cultivo (137 ). El dtero fue homogeneizado en un buffer
0.010 M Tris-HC1l, pH 7.4, que contenia 0,003 M MgCl2 y 0.33 M sacarosa.
Se centrifugd a 800 x g durante 10 minutos y se obtuvo un pellet nuclear
crudo. E1 pellet fue suspendido en el mismo buffer pero conteniendo 2,2 M
sacarosa y se obtuvieron los nlcleos purificados por ultracentrifugacién
a 40 000 x g durante 60 minutos. Estos nidcleos se lavaron en el buffer
de homogeneizacidn que contenia ademds 1% Tritén X 100 y luego se centri-
fugaron a 800 x g durante 10 minutos y finalmente fueron resuspendidos
en 0.010 M Tris-HCl que contenfa 0.0015 M EDTA mds 40 nM (BH)-E2 (2,4,6,7
3H-E2, act, esp. 98 Ci/mmol, New England Nuclear) con o sin el agregado
de un exceso 1000 veces mayor de hormona frfa. La incubacidén de intercam-
bio se realizd a 37°C durante 30 minutos, al cabo de los cuales los ndcleos

se lavaron tres veces con el buffer Tris-EDTA y la radloactividad fue

- 111 -



finalrente extrafda con etanol (137 ), Los resultados de unién especifi-

ca se expresaron como pmoles (BH)-E2 unidos/ mg ADN.

Determinacidén de los niveles séricos de hormonas

Se tomaron muestras sangufneas y se mantuvieron a 400 hasta
total retraccién del codgulo. El suero se separd por centrifugacién
durante 30 minutos a 0-4°C y se guard$ luego a -20°C hasta la determi-

nacién de prolactina o E2 por radioinmunoensayo.

Los niveles de E, sérico fueron determinados por el método de
Korenman y col. ( 138), empledndose el antisuero N° 244 anti-E2-6-BSA
(gentileza del Dr. Gordon D. Niswender, Colorado State Universify, Fort
Collings, Colorado, EE.UU.) en una dilucién de 1/51 000; los resultados

de esta determinacién se expresaron como pg/ml.

La prolactina sérica fue determinada mediante ¢l juego de reac-
tivos provistos por el NIAMDD, N.I.H., Maryland, E.E.U,U. y se expresa-

ron los resultados en términos del estandar RP-2, como ng/ml.( 139).

Andlisis estadfsticos

Los datos se expresaron como su media y error estandar. Para
comparar resultados para diferencias grupales se empled el test de "t"

de Student. Los datos se obtuvieron de una computadora Hewlett Packard

modelo 9815A.

- 112 -



RESULTADOS

La Figura 5 -1 muestra los resultados del ensayo de intercam-
bio de la unidn del (BH)-E2 en nicleos de la pituitaria anterior. Una ma-
yor proporcién de receptorés fue translocada por la dosis mayor de E2
(25 ug/100 g PC) que por la menor (0.5 ug/100 g PC). La diferencia de
translocacidn de acuerdo a la dosis fue mds marcada en las ratas diabé-
ticas ovariectomizadas (3.9 veces mayor) que en las ratas controles (1.3
veces). Lo mfs importante de este ensayo, fue la observacién que la unién
nuclear del (BH)-E2 estaba reducida en ratas diabéticas con respecto a
controles (p € 0.02) cuando la translocacién se efectud con la dosis de
0.5 ug/100 g PC. Por el contrario, con la dosis de 25 ug/100 g PC, la
unién fue comparable en los extractos nucleares de ratas controles y

diabéticas.

En vista de estos resultados, se juzgé importante comparar

las respuestas bioldgicas al estradiol en ratas controles y diabéticas
sometidas al mismo régimen de tratamiento que en los ensayos de unién,
pero con la salvedad que el tiempo de tratamiento fue extendido a 4 dfas.
La Figura 5 -2 muestra que la unién del progestacional sintético (BH)-R
5020 por el citosol de hipSfisis provenientes de ratas diabéticas esta- '
ba reducido con respecto al normal (p { 0.05) siempre con la dosis de E2
de 0.5 ug/100 g PC, mientras que la induccidn de receptores progestacio-

nales inducida por la dosis de 25 ug fue del mismo tenor en ambos grupos
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Figura 5 -1. Ensayo de intercambio para el (3H) estradiol en la pitui-
taria anterior de ratas controles (C) y diabéticas (D). Ratas
ovariectomizadas C y D fueron tratadas con 0.5025ug!5/100 g 1i.p. una
hora antes del sacrificio. Los receptores translocados al nicleo fueron
extrafdos con 0.4 M KCl1 y determinados por ensayo de intercambio.
Cada valor de las columnas representa la media ' error estandar del
mimero de ensayos especificados dentro de las colummas, cada uno lleva-
do a cabo con tres ratas C o tres ratas D.

* p € 0.02 vs. ratas C tratadas con 0.5 ug E2/100 g.
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Figura 5 -2. Ensayo del receptor de progesterona en el citosol de la
pituitaria anterior de ratas controles (C) y diabéticas

(D). Los ‘receptores progestacionales fueron inducidos por tratamiento

con 0.5 0 25 ug E /100 g s.c. en aceite diariamente durante 4 dias.

El citosol de la pituitaria fue incubado con 6 nM de ( H)-R 5020 du-

rante 20 hs, a O- 4 c.

Los resultados de unidn espec{fica representan la media ! error estan-

dar del niumero de ensayos representados dentro de las columnas, cada

uno llevado a cabo con tres ratas C o tres ratas D. .

*p { 0.05 vs. ratas C tratadas con 0.5 ug E,/100 g.
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de animales. Un perfil similar fue obtenido al determinarse la prolac-
tina sérica, o sea, la dosis baja de E2 produjo valores séricos de prolac-
tina mayores en controles que en diabéticos (p{0.05), mientras que no
existieron diferencias si la dosls de E2 administrada "in vivo" se incre-

mentaba a 25 ug/100 g PC durante 4 dfas.

Como los pardmetros medidos (translocacidén nuclear del comple-

Jo E_-receptor, induccidn de receptores progestacionales y respuesta pro-

2
léctinica al E2) dependen de Ja cantidad de E, que logra alcanzar la pitui-
taria, fue hecesario investigar si las concentraciones séricas de E2 logra-
das luego de tratar ratas controles y diabéticas con E2 exdgeno eran o no
similares. La Figura 5-3 muestra que efectivamente estas concentraciones
estaban en el mismo orden, Asimismo los niveles de E2 sérico alcanzados

en ambos grupos de animales con la dosis de 25 ug/100 g PC ‘estaban sustan-

cialmente aumentados (10 veces) con respecto a aquellos logrados con la

dosis de 0.5 ug E2/100 g.

Finalmente, para estudiar si los cambios encontrados en la pi-
tuitaria se extendfan a otros érganos blanco para el E2 o eran exclusivos
de esta gldndula, el ensayo de intercambio nuclear del (BH)-E2 fue emple-

ado en el dtero de ratas controles y diabéticas sometidas al esquema de

tratamiento estrogénico durante 4 dias.

La Figure 5-4 muestra que las ratas hiperglucémicas tratadas

ya sea con la doels menor (0.5 ug) o mayor (0.25 ug) de E, constantemente
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Figura 5 -3. Prolactina y estradiol séricos en ratas controles (C) y
diabéticas (D) tratadas con 0.5 o 25 ug E2/100 g S.C. en

aceite diariamente durante 4 dfas.
Los resultados representan la media t error estandar del nidmero de a-

nimales representados dentro de las columnas.

#p £ 0.05 vs. ratas C tratadas con 0.5 ug E2/100 g.
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Figura 5-4. Ensayo de intercambio nuclear del (BH) estradiol en el
dtero de ratas controles (C) y diabéticas (D).

Ratas ovariectomizadas fueron tratadas con 0.5 o 25 ug E2/100 g s.c.

diariamente durante 4 dfas. Los receptores translocados fueron deter-

minados en los nicleos por ensayo de intercambio. .

Cada valor es la media ! error estandar del nimero de animales repre-

sentados dentro de las columnas.

*p { 0.005 vs. ratas controles (C) tratadas con 0.5 ug E2/100 g.

*p € 0.01 vs. ratas controles (C) tratadas con 25 ug E2/100 g.
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mostraban una significativa reduccidén en la unidn del (BH)-E2 por los
nicleos uterinos. La respuesta bioldgica al E, del Utero también fue anor-
mal: con la dosis mayor de E2, el peso uterino de ratas controles fue de
197.8 : 20.3 mg/100 g (n=5), mientras que las ratas diabéticas presentaron

una significativa reduccidn: 141.8 & 13 (n=5, p < 0.05).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo extendie-
ron los resultados expuestos en el Capitulo IV, sobre la actividad del
receptor estrogénico pituitario de animales diabéticos. En el capftulo
anterior se habfa demostrado que la unién del E, por el citosol estaba
reducida en ratas ovariectomizadas hiperglucémicas y ahora se extienden
los cambios a la trandocacién nuclear luego del tratamiento "in vivo"
con E2. Esta reducida unidn nuclear del E2 de las ratas diabéticas some-
tidas a tratamiento con la dosis menor del E2 (0.5 ug/100 g) fue proba-
blemente responsable de la reduccidn de la expresidén bioldgica del E,

a nivel hipofisario, que se manifestaba en la disminucién de la induc-

cién del receptor citosélico progestacional y de la respuesta prolacti-

nica, eventos ambos que se sabe son modulados por el E2 (140, 141),

Sin embargo y a pesar de estos resultados, la observacidén
que la translocacidn nuclear del E2, la induccidén del receptor pro-
gestacional en la pituitaria y la prolactina sérica se normalizaron en
ratas diabéticas tratadas con la dosis alta de E, (25 ug/100 g), sugie-
re que una vez que los receptores de estradiol alcanzan en cierta con-
centracidn sus sitios nucleares, la expresidén bioldgica de la hormona
no se ve afectada por la diabetes experimental. Claramente, la diferen-
te respuesta al E2 de acuerdo a la dosis que mostraron los animales dia-

béticos, no se correlaciona con la concentracidén de E2 sérico, ya que
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este pardmetro no fue diferente en ambos grupos de animales. A juzgar
por el E2 sérico, los valores obtenidos con la dosis de 25 ug/100 g
(16.1 ! 3.9 ng/ml en controles y 15.7 : 4.6 ng/ml en diabéticos) esta-
ban dentro de un rango farmacolégico. Contrariamente, los valores alcan-
zados luego de la dosis menor de E, de 0.5 ug/100 g (165 Is pg/
ml en controles y 126.2 ! 3, pg/ml en diabéticos) estaban mds cercanos
a aquellos presentes en ratas hembras normales de nuestro bioterio du-
rante el proestro: 101.5 z 18 pg/ml). Estos resultados sugieren, por lo
tanto, que los valores producidos con la dosis de 0.5 ug E2 estarian nds
cercanos a los prevalentes "in vivo" en circunstancias fisioldgicas.
Por supuesto que esto a su vez depende de que las ratas diabéticas man-
tengan normales sus niveles de E2 séricos. En la literatura se ha mani-

festado que el E, sérico de las ratas diabéticas estd en el rango de

ratas controles ( 118 ), tratdndose de animales con ovarios "in situ".

El dtero presenta un cuadro diferente al de la hipéfisis.
En el dtero, el E2 no translocdé la misma cantidad de receptores a los
nicleos en las ratas diabéticas que en controles. Este resultado, agre-
gado a la reduccidn en la actividad bioldgica del E2, determinade por
el aumento del peso uterino, indice que los eventos intracelulares bajo

control estrogénico del dtero estaban mds alterados que los de la hipé-

fisis en el estado diabético crdénico de nuestros animales.

Varias interpretaciones parecen posibles para explicar la di-

ferente respuests del itero y la pituitaria a la diabetes experimental!
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1) le pituitaria contiene una tnica poblacién de receptores ( 82 , 102 ),
el dtero contiene dos sitios de unidn en el citosol y dos en el niicleo
(137) para el estradiol aunque se desconoce si todos o parte de estos
sitios estdn afectados en la diabetes; 2) en ratas normales tanto la re-
tencién de estrdgenos como el control estrogénico de los receptores de

E, es diferente en la pituitaria y el dUtero ( 58 , 142), situacidn que

2
podria aplicarse a las ratas con diabetes crdnica; 3) la etiopatologfa

de las alteraciones del dtero y la pituitaria en la diabetes puede ser
diferente; mientras que en el dtero podrfa existir una perturbacidén de

la accién directa del E2. como se ha descrito a nivel del epitelio (133 ),
los cambios de la pituitaria podrian ser secundarios a una disfuncién
hipotaldmica. Esta Ultima posibilidad recibe apoyo del trabajo de Bestetti
y Rossi ( 143), autores que demostraron degeneracién de neuronas y axo-
nes en el nlicleo arcuato y la eminencia media de ratas con diabetes por
estreptozotocina, y también del trabajo de Denari y Rosner ( 119), quie-
nes encontraron la reduccidn de la captacidn del E, por el hipotdlamo

de ratas con diabetes aloxdnica. Un transtorno hipotaldmico resulta re-
levante para explicar nuestros resultados, ya que la concentracidn pi-
tuitaria de receptores de E, estd controlada por el hipotdlamo, segin

nuestras demostraciones ( 122).

Nuestros resultados de una deficiencia de la translocacién
nuclear pituitaria para el E2 corroboran los resultados de Gentry y col.

( 120), y nosotros demostramos ademds en este trabajo que la unién de
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(3H)-E2 por los niicleos de la pituitaria depende de la dosis de E2 admi-
nistrada. Nuestros resultados con el \tero no estén de acuerdo a De Her-
togh y col. (134 ), quienes describieron en ratas con diabetes de muy

larga dquracién (3-8 meses),la normal translocacidén de los receptores de
E2. Sin embargo, los mismos autores también publicaron que el grupo dia-
bético presentd transtornos de la translocecidén uterina si el E, se ad-
ministraba por via intraperitoneal en vez de intravenosa (135 ). Por lo
tanto creemos que la respuesta uterina al E2 en diabetes es sumamente

compleja y la correcta evaluacién de la poblacién heterogénea de recep-
tores de E, presentes en el dtero (tipos I y II en ndcleos y citosol)

deberfa ser determinada antes de concluir en forma definitiva sobre las

alteraciones en este tejido. Futuros estudios de los receptores de

estercides en ratas diabdticas tendrfan también qué determinar si exis-
te un origen comin entre las deficiencias del receptor de E2 y las reduc-
ciones observadas en los receptores de glucocorticoides (144) y de andré-

genos (145) que ocurren en animales con esta patologia.

En conclusién, nuestros resultados con la pituitaria sugieren
que en la diabetes existe una perturbacién en el eje cerebro-hipéfisis,
aunque debe considerarse también un origen perisférico:de acuerdo a los
resultados obtenidos con el dtero. Probablemente ambos son importantes

para explicar la falla reproductiva de los animales diabéticos hembras.
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CAPITULO VI

EFECTOS HORMONALES SOBRE LOS RECEPTORES ESTROGENICOS

LIBRES EN NUCLEQS CELULARES DE LA PITUITARIA ANTERIOR
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INTRODUCCION

En los capitulos anteriores se estudid el modo de accidn de los
receptores para estradiol en la pituitaria basdndonos en el modelo cldsi-
co del efecto de las hormonas sobre las células blanco. Este modelo esta-
blece que la hormona interactda primero con un receptor citosélico, con
el cual forma un complejo que una vez transformado entra al nicleo y se
une al ADN ( 21 ). Sin embargo este modelo de"los dos pasos" puede no ser
la respuesta compleﬁa a la accidn del estradiol en sus drganos blanco;
en realidad un nimero de publicaciones mostraron que existen receptores

nucleares libres para estradiol. Jungblut y col. ( 146 ) describieron la

presencia de receptores para estradiol en nicleo de células de dtero de
cerdos adrenalectomizados y ovariectomizados o sea libres de hormona, y
postularon la necesidad de una reevaluacién de la relacidn entre el este-
rolde y el receptor, en la cual el punto importante estar{a en el recep-
tor mds que en la hormona. Segin estos autores la funcidn del receptor
no seria transportar la hormona a un sitio de accidn en el nicleo, sino
que seria funcién del esteroide actuar como un "catalizador fisico" so-

bre la proteina transcripcional-regulatoria, aumentando su "nucleotropia"

y estabilizando su forma activa.

Levy y col. ( 147 ) describieron también la presencia de recep-
tores libres nucleares en endometrio humano normal y sugirieron la posibi-

lidad que la distribucién de los receptores estrogénicos entre nicleo y
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citosol, en ausencia de la hormona, pueda depender del tipo de célula,

especie animal o condiciones fisiolégicas.

En el sistema nervioso central, se describié la presencia
de receptores nucleares libres en hipotdlamo(106,148)y que ademds es-
tos receptores, al igual que los descriptos en pituitaria, posefan pro-
piedades caracteristicas del clésico receptor nuclear de estradiol tipo I

en cuanto a su afinidad, cinética de asociacidn y disociacidn, especifi-

cidad y sedimentacidén en gradientes de sacarosa de alta fuerza idnica ( 106 ).

Datos recientes sobre la distribucidén subcelular del receptor
de estfadiol proponen que €stos estdn localizados predominantemente en
el nicleo. Los estudios inmunocitoqufmicos ( 63 ) indicaron que el re-
ceptor estrogénico podr{a residir originalmente en los nicleos de célu-
las blanco de tejidos sensibles a estrdgenos yde.tumores, ambos en presen-
cia o ausencia de esteroide. Segin los autores, el receptor recuperado
en la fraccién citosdlica de un homogenato, representaria receptor pobre-
mente asociado con el nicleo y al unirse el receptor al estradiol, lle-
va a una asociacidn mds estrecha. Esta misma idea es compartida por
Welshons y col. ( 64 ), quienes encontraron que en las células GH3 de-

D

rivadas de un tumor hipofisario de rata hay una localizacién nuclear de
los receptores para estradiol.

Aunque el papel de los receptores libres en el nicleo es alin

desconocida, Garola y McGuire (149 ) sugirieron que en gldndula mamaria

los sitios libres nucleares podrfan estimular la actividad genémica en
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ausencia de hormona unida. En la pituitaria anterior y el hipotdlamo ( 106 ,
148 ) los sitios nucleares libres aumentan después del tratamiento estro-

génico, lo cual sugiere su participacidn en la accién hormonal.

En este capftulo nosotros examinamos la presencia de sitios 1i-
bres nucleares en la pituitaria anterior de ratas castradas y ovariectomi-
zadas. Analizamos su respuesta frente a distintos tratamientos estrogéni-
cos, administracidn de antiestrégenos, progesterona, andrdgenos y corti-
coides y también en situaciones en las cuales habfamos demostrado una re-
duccidén en los receptores citosdlicos o totales para estradiol como dia-
betes (150 ) y lesién en eminencia media ( 122 ), Finalmente se analizé
la afinidad de los sitios libres nucleares por el ADN-celulosa en anima-
les no tratados y ratas sujetas a tratamientos estrogénicos, consideran-

do que la retencidn del ADN-celulosa puede tomarse como ejemplo de la

unidén nuclear "in vivo".
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar (180-

200 g) ovariectomizadas por v{a lumbar bajo anestesia con éter,

Los animales se adrenalectomizaron 2-5 dfas antes del sacri-
ficio, durante este perfodo se los mantuvo con Purina y con 0.9% NaCl
como fluido de bebida "ad libitum". Las ratas se sacrificaron por de-
capitacién., En varios experimentos se recogié sangre troncal y se uti-
1izé el suero para determinaciones de prolactina (PRL) por radioinmu-

noensayo (Capitulo II).

Tratamientos hormonales

El tratamiento estrogénico se dio en una de las tres formas
que se detallan a continuacién: 1) E2 agudo: los animales recibieron
una Unica inyeccién i.p. de 5 ug/kg peso corporal (PC) de E, en 30:70
v/v etanol-salina 60 minutos antes del sacrificio; 2) tratamineto E2-
4 dfas: los animales recibieron una inyeccidén diaria s.c. de 5 ug/kg

PC de E, en aceite durante 3 dfas mds una inyeccién de E, aguda segin

2
se describid en el punto 1); 3) estrégeno prolongado: las ratas reci-

bieron un pellet de 15 mg de dietiletilbestrol (DES) bajo la piel del
cuello una vez por mes durante tres meses. (el estradiol inyectado que

correspondfia a benzoato de E2 en acelte vegetal y los pellets de DES
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fueron gentileza del Dr. Montuori, Labotatorios Gador).

El tratamiento estrogénico se did a un grupo de animales si-
multédneamente o no con el tratamiento E2-4 dfas. E1 antieetrégeno utili-
zado fue tamoxifen (TAM) (Gentileza del Dr., Montuori, Laboratorios Gador),
el cual se disolvid en agua destilada y se inyectd i.p. en la dosis de
1 mg/kg PC durante 3 dfas, con una dltima inyeccidén el cuarto dfa 1 hora

antes del sacrificio.

El tratamiento con el resto de los esteroides fue el siguiente:
dexametasona (hemisulfato sédico, Schering Argentina) se disolvid en
el agua de bebida en una concentracién de 10 ug/ml y ofrecida "ad 1libi-
tun" durante 4 dfas (151 ); progesterona (2.5 mg/rata,Sigma Chemical
Co.) y testosterona (1 mg/rata,Sigma Chemical Co.) fueron administra-
das s.c. en aceite en dosis diarias durante 4 dfas ( 151 ). Estas hormo-
nas fueron administradas solas y simultédneamente con el tratamiento E2-
4 dfas. Los animales se sacrificaron 60 minutos después de la dltima
inyeccidn.

La diasbetes fue inducida en un grupo de animales por adminis-
tracién de 65 mg/kg PC de estreptozotocina (STZ), como ya ha sido des-
erito (132, 150). Un mes después de inducida la diabetes las ratas

mostraban niveles de glucosa en sangre 400 mg¥.

La lesién en la eminencia media se realizd en ratas castradas segin se

describid en el Capftulo II. Cinco dfas después de lesionados, los ani-
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males fueron utilizados para ensayos de determinacién de receptores.

Receptores

Determinacidn de receptores libres nucleares para estradiol

Para determinar los receptores libres nucleares para estradiol
se adapté el método de Roy y McEwen (102 ) que se describid en el Capi-
tulo III: "Ensayo de intercambio nucleer para estradiol". Cuando se de-
termind los receptores libres nucleares se incubd durante 1.5 horas a
0-4°C, mientras que para determinar sitios totales la incubacidén fue

durante 5 horas a 25°C.

Ensayo del receptor citosdlico progestacional en la pituitaria anterior

Los detalles del método utilizado fueron descritos en el

Cap{tulo V.

Unidn a ADN-celulosa

Los receptores extraidos con 0.4 M KC1 de ndcleos de pitui-
tarias de animales sujetos o no a tratamientos estrogénicos, fueron dia-
lizados durante 20 horas a 4°C contra 100 volumenes de buffer TDB (0.01
M Tris-HC1l, pH 7.6 conteniendo 0.001 M DTT y 0.0005 M bacitracina) para
remover el KCl. Al{cuotas del extracto dializado fueron incubadas con

2.5 nM (BH)-E2 durante 1.5 horas a 0-4°C; despuds de este perfodo se
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separé la hormona libre de la unida con 1% carbdn (Norit A, Amend, N.Y.)-
0.1% dextran (Dextran T-70, Pharmacia, Piscataway, N.J.). El sobrenadan-
te de la centrifugecién a 4 000 r.p.m. durante 10 minutos fue sembra-

do en minicolumnas de ADN-celulosa preparadas segin el método de Kovacs

y col.(152). E1 complejo (BH)-Ez—receptor unido al ADN-celulosa fue
elufdo con un buffer TEMG (0.01 M Tris-ClH, pH 7,6, 0.0015 M EDTA, 0.002
M mercaptoetanol, 10% glicerol) conteniendo 200ng/ml albimina sérica
bovina y 300 nM NaCl y se determind la radioactividad en los elufdos. Los

resultedos se expresaron en fmol/mg ADN.

Andlisis estadisticos

Los resultados fueron evaliuados por andlisis de varianza sim-
ple, y las diferencias entre grupos fueron analizadas por el test de
Newman-Keuls. Para calcular la pendiente y el nimero mdximo de sitios
de unidén en el grdfico de Scatchard se utilizd el andlisis de regreaidn

lineal. Los datos se obtuvieron en una computadora Hewlett-Packard 9815A,
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RESULTADOS

Se estudid la unién de (BH) estradiol a receptores nucleares
libres en funcién del tiempo de incubacidn a 0-4°C en pituitarias de
animales no tratados y tratados con E -4 dfas (Figura 6-1). En ambos
grupos el equilibrio fue alcanzado después de 1 hora de incubacidn;
en los animales no tratados los niveles de unién se mantuvieron hasta
20 horas después de iniciada la incubacidén. En cambio en los animales
tratados con E2, los niveles de receptores aumentaron luego de 4 ho-
ras de incubacidn y una segunda meseta se alcanzd a las 7 horas, indi-
cando que se produjo un intercambio ain a bajas temperaturas en incu-
baciones prolongadas. En consecuencla se aligid un tiempo de 1.5 horas
para medir receptores libres nucleares en todos los experi;entos ;i-

guientes.

Los andlisis de saturacidén se llevaron a cabo en extractos
nucleares de pituitarias de animales no tratados y animales que reci-
bieron el tratamiento E,-4 dfas. Cinco (0.2-5 nM) o a;is (0.4-21.4 nM)
concentraciones de (BH)-E2 se agregaron a extractos nucleares de pitui-
tarias de ratas no tratadas y tratadas respectivamente. El andlisis de
Scatchard (Figura 6 -2) reveld una poblacidén dnica de sitios de unién
con N mdximo de 65 fmol/mg ADN en animales no tratados y 135 fmol/mg ADN
en animales estrogenizados. Los Kd en ambos grupos de animales fueron

similares (1.03 nM en animales no tratados y 1.6 nM en animales estro-
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Figura 6-1. Efecto del tiempo de incubacidén sobre la unién de (3H)-E2
en nicleos de células de la pituitaria anterior. Los ni-
cleos se purificaron de acuerdo a Roy y McEwen ( 102 ) y se extrajeron
con 0.4 M KC1 y el extracto se incubd con 2.5 nM de (BH)-E2 a 0-4°C
durante los tiempos indicados en la abscisa. La hormona libre fue se-
parada de la unida por minicolumnas de Sephadex LH-20. Circulos abier-
tos: extracto de pituitarias de ratas no tratadas. C{rculos cerrados:
extracto de pituitarias de ratas tratadas con 5 ug/kg/dfa de E, s.c.
en aceite durante 3 dfas mds una cuarta inyeccidn en etanol-salina i.p.

60 minutos antes del sacrificio (E2-4 d{as).
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Figura 6-2. Andlisis de Scatchard de la unién de (BH)-E2 a recepto-
res nucleares libres de ratas no tratadas (0) y de ratas

que recibieron la dosis de E2-4 dfas (#). En ratas no tratadas la ca-
pacidad mixima de unién fue 65 fmol/mg ADN y el Kd 1.03 nM (para la
pendiente, r=0.88).La capacidad méxima de unidén en ratas E2-4. dfas fue

135,8 fmol/mg ADN y el Kd 1.6 nM (para la pendiente, r= 0.87).
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genizados).

La duracién del tratamiento estrogénico tuvo efectos varia-
bles sobre los receptores nucleares libres y totales. Como se muestra
en la Figura 6-—}, los recéptores libres nucleares se detectaron en ratas

castradas y adrenalectomizadas, o sea libres de hormonas enddgenas.

El E2 agudo no tuvo efecto sobre los receptores libres pero
produjo un aumento de 4 veces en los receptores totales; el tratamien-
to de estradiol durante 4 dfas produjo un aumento significativo en los
sitios libres y un incremento de 8 veces en los sitios totales. El tra-
tamiento estrogénico prolongado en la forma de implantes de pellet de
DES durante 3 meses 1levd a una hipertrofia de las pituitarias (contro-
les: 13.2 ' 0.3 mg, n=6; implantadas DES: 2.3 ! 0.3 mg, n=6; p € 0.001)
y a elevados niveles de prolactina (controles: 3.65 ! 0.7, n=11; implan-
tadas DES: 194.9 © 22.2 ng/ml, n=6; p<€0.001). Contrariamente & los re-
sultados encontrados con la administracidn corta de E2, los receptores
libres nucleares en estas pituitarias hipertrdficas fueron significati-

vamente menores que en los controles y lo mismo sucedid con los sitios

nucleares totales (Figura 6-2).

.

Considerando que los receptores libres nucleares en pituita-
ria anterior parecen estar regulados positivamente después del tratamien-
to con estradiol durante 4 dfas, estudiamos el efecto de un antiestrd-

geno administrado durante el mismo perf{odo de tiempo. En consecuencia se
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Figura 6-3. Efecto del estrdgeno sobre los receptores libres y totales
de ndcleos de la pituitaria anterior. A (panel izquierdo):

receptores nucleares en ratas no tratadas (Controles), ratas tratadas 1
hora antes del sacrificio con 5 ug/kg PC de E, i.p. (E2 1 hora) y ratas
tratadas durante 3 dfas con 5 ug/kg PC/dfa de E2 s.c. mds una cuarta in-
yeccién 1 hora antes del sacrificio (E2-4 dias). B (panel derecho): re-
ceptores nucleares en ratas no tratadas (Controles) y ratas implantadas
con un pellet de DES (15 mg) una vez al mes durante 3 meses (Pellet DES).
En ambos paneles las columnas abiertas representan receptores libres y
las rayadas representan receptores totales, Las figuras dentro de las
columnas representan el nimero de determinaciones, cada una llevada a
cabo con un grupo de tres pituitarias.
Panel A: °Diferente de los grupos a, b, ¢ y 4 (p €0.01)

®Diferente de los grupos a, b y d (p €0.01)

dpiferente del grupo a ’ (p €0.05)
Panel B: EDiferente de los grupos i, f y h (p €0.01)
ipiferente de los grupos f y h (p<0.01)
fpiferente del grupo h (p<0.05)
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analizé el efecto de TAM sobre los receptores libres para E2 y sobre dos
pardmetros que sabemos son influenciados por los estrégenos a nivel pi-
tuitario, como son la induccidn del receptor prégestacional y la prolac-
tina sérica (150, 153, 154 ). La Figura é-4 muestra los resultados en

ratas no tratadas, y ratas que recibieron E2 por 4 dias, TAM por el mismo

. periodo o E, mids TAM. Los animales sujetos a cualquiera de estos tratamien-

tos mostraron un aumento significativo tanto de los receptores nucleares
libres para E2 como de los receptores citosdlicos de (BH)-R 5020 de la
pituitaria anterior. La combinacidén de E2 més TAM no fue aditiva; en rea-
lidad hay una pequefia disminucidén en ese grupo, aunque no significativa.
La prolactina sérica fue significativamente elevada por el E2: el TAM no
aument$ la prolactina pero bloqued el efecto estimulante del E, (Eigura

6 -4). Con respecto a 1los pesos uterinos, en las ratas controles fueron

de 146 ! 11.2 mg (n=5) y en las ratas tratadas con E2 se produjo un au-
mento significativo: 447 & 21.8 mg (n=6, p € 0.01). EL TAM también aumen-
t4é el peso uterino: 278.6 ¥ 28.3 mg (n=8; p ¢ 0.01) aunque de manera menos
efectiva que el estradiol solo (p'( 0.01) y suministrado junto con el E2,
bloqued su efecto (E2 + TAM: 294.8 e mg, n=6; p& 0.01 vs. el grupo

de E2). Como conclusidén, el TAM se comporta como un antagonista del estra-
diol en relacidén al peso uterino y a la prolactina sérica, pero resulta

un agonista estrogénico en su efecto sobre los receptores citosélicos

progestacionales y los receptores nucleares libres de E2 en la pltuita-

ria anterior.
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nel superior), la unidn a receptor citosdlico prcgestacional usando (BH)-

a nicleos de células de la pituitaria anterior (pa-

R 5020 como ligando (panel medio) y prolactina sérica (panel inferior).
lLas ratas se dividieron en 4 grupos: 1) controles no tratados; 2) trata-
miento E, -4 dias; 3) TAM: 1 mg/kg PC i.p. en agua durante 2 dias mds una
cuarta i;yeccién 60 minutos antes del sacrificio; 4) E, + TAM. La unién
de (BH)--E2 se 1levé a cabo a 0-4°C durante 1.5 horas para medir sdlo
receptores libres.

Las figuras dentro de las columnas representan el nimero de determina-
ciones, cada una llevada a cabo con un grupo de tres pituitarias para
los ensayos de unidén o representan el nimero de animales para los nive-
les de prolactina. )

®Menor que el resto de los grupos en el panel superior (p< 0.01).

Pyenor que el resto de los grupos en el panel medio (p<0.05).

®Menor que el resto de los grupos en el panel inferior (p< 0.01).
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En el Capitulo II y V se demostrd que tanto en los animales con
diabetes crénica como en aquellos con lesidn en la eminencia media habia
una deficiencia en los receptores citosdlicos y nucleares para E2; por con-
siguiente estudiamos en estos animales los receptores nucleares libres.
En la diabetes crdénica (Figura 6-5), se determinaron los sitios nuclea-
res libres en animales con o sin tratamiento estrogénico durante 4 dias.
En ambos casos las ratas diabéticas mostraron una reduccidn de los recep-
tores de apréximadamente el 50% con respecto a los animales controles. En
los animales diabéticos (Figura 6-5) los sitios totales determinados
después de una Unica administracidn de E,, 60 minutos antes del sacrifi-
cio, se redujeron , veces con respecto a los controles.

Un grupo de animales con lesidén en la eminencia media y con
operacién simulada, sin previa exposicidn a E,, fue también analizado pa-
ra evaluar el contenido de receptores nucleares libres; en los animales
lesionados hubo una reduccidn significativa con respecto a los controles

(controles: 91.8 & 9.3, n=6; LEM: 56.2 + 9.3, n=6; p<0.025).

El efecto de dexametasona,progesterona y testosterona sobre los
niveles basales de receptores libres nucleares en enimales no tratados y
tratados por 4 dias con E2 se muestra en la Tabla 6 -1, Los niveles basales
de receptores libres no sufrieron cambio después del tratamiento con pro-
gesterona o testosterona, mientras que dexametasona los redujo a la mitad

(p € 0.05). Cuando las tres hormonas se dieron simultdneamente con £, no

modificaron el aumento de receptoreslibres promovido por el E, (Tabla 6-1).

- 139 -



PH)-E, Unido (fmoVmg ADN)

CONTROLES

200

—— o

100

_E2

Figura 6-5. Efecto de la diabetes crdénica sobre los receptores libres de
nicleos de células de la pituitaria anterior. Las primeras
tres columnas de la izquierda representan los resultados en animales con-
troles mientras que las tres columnas de la derecha representan los ani-
males diabéticos. Columnas abiertas: ratas no tratadas (~E2). Columnas
rayadas: ratas tratadas con E2 durante 4 dias (ver leyenda Figura 6—1).
Columnas oscuras: receptores totales medidos en extracto de nicleos celu-
lares medido por intercambio (ver Materiales y Métodos) después de la ad-
ministracidén de una dnica dosis de E, 1 hora antes del sacrificio (5 ug/kg
PC i.p.).
lLas figuras entre paréntesis representan el nimero de observaciones, ca-
da una de ellas llevada a cabo con un grupo de tres pituitarias.

dp(\0.02 Vs, grupo &a; eP<.0.O2 vs. grupo b; fp( 0.02 vs. grupo c.
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Tabla 6 -1, Efecto de diferentes hormonas sobre los receptores libres para

(BH)-E2 en nicleos de células de pituitaria anterior.

Grupo (BH)-E2 unido (% del control) p**
Basal §2

Gontrol 100.0 T 11.2 (12)  244.3 Y 7.5 (11) < 0.01

Testosterona 98.5 L 10.7 ( 2) 331.4 f122.6 ( 3) < 0.0

Progesterona 87.7 £ 10.1 (3) 303.5 ! 38.9 ( 3) < 0,01

Dexametasona 55.8 t 3.8 ( 5)% 285.2 ' 18.7 ( 3) < 0.01

Ratas custradas se mantuvieron sin tratamiento (controles) o se les admi-
nistré testosterona (1 mg s.c. durante 4 dfas), progesterona (2.5 mg s.c.
durante 4 dias) o dexametasona (10 ug/ml en el agua de bebida durante 4
dfas).Un segundo grupo de animales recibid idéntico tratamiento ademds

de E, durante 4 dias (ver leyenda Figura 6-1). Los receptores nucleares
libres se determinaron segin se especifica en la leyenda de la Figura 6 -1,
luego de incubar durante 1.5 horas a O—4OC.

#p {0.05 vs. control

##p los valores de p se refieren a diferencias entre E2 y los niveles
basales,

Las figuras entre paréntesis representan el nimero de determinaciones,

cada una de ellas llevada a cabo con un grupo de dos pituitarias ante-

riores.
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Finalmente investigamos si los receptores extraidos con 0.4 M KC1
de los nicleos de las células de la pituitaria presentaban afinidad por el
ADN-celulosa, lo cual presumiblemente , indicaria su transformacidén a un es-
tado capaz de unirse al ADN ( 152 ). La Tabla 6-2 muestra que el 35-50%
del (BH)-E2 unido a receptores nucleares libres a 0-4°C fue retenido en
la columna de ADN-celulosa; este esquema no se modificd después de calentar
el extracto a 25°C durante 90 minutos. Bajo condiciones comparables, el
receptor citosdélico incubado a O-AOC, oa 30°C como en experimentos pre-
vios (122 ), mostrd menor unién al ADN-celulosa que el receptor libre
nuclear., Mds aln, en ratas con tratamiento agudo de E2, ni la unién total
o la unidn a ADN-celulosa fue alterada (Tabla 6-2), mientras que después
del tratamiento con E,-4 dias, el complejo receptor nuclear libre-(BH)-E2
presentd una unidén aumentada a ADN-celulosa en comparacidn a sus contro-

les no tratados, a pesar que el % de la unidén total retenida en la colum-

na fue levemente reducida.
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Tabla 6-2. Unidn de receptores nucleares libres a ADN-celulosa

Exp.  Grupo Temperatura Unidén a ADN-celulosa %
incubacidn fmol/mg ADN unidn total
_ o + +
I No tratadas 0-47C 35.15 - 6.88 33.84 - 5.27
No tratadas 25°¢C 35.41 ! 1.52 14.43 * 1.30
II Receptor citosdlico * 0-4°¢ 18.14 1 3.12 11.51 £ 1.02
Receptor citosdlico 30°¢ 17.73 L 1.70 9.24 ¥ 1.33
IIT  No tratadas 0-4°¢C 50.39 £ 2,92 33.46 T 3.18
E, agudo 0-4°C 67.68 112,03 27.12 1 0.66
v No tratadas 0-4°¢C 37.02 £ 3,05  36.64 f 2.82
E,-4 dfas 0-4°¢C 92.09 ¥ 5.36%x 22,81 F 2, 97%xx

Ratas castradas se mantuvieron sin tratamiento o se los administrd una dni-
ca dosis de E, (E2 agudo) o se trataron durante 4 dias con E, (E2-4 dias).
Los receptores libres nucleares fueron extraidos de las pituitarias con

0.4 M de KCl; luego de dializar durante la noche a AOC para remover el KC1,
los extractos se incubaron durante 1.5 horas con 2.5 nM (BH)—Ez. El este-
roide libre se adsorbid con carbdn-dextran y el receptor unido a (BH)-E2

se sembrd en minicolumnas de ADN-celulosa y fue elufdo con 300 mM NaCl (152 )
La unidén total se refiere a los niveles de unidén en los extractos antes de
sembrarlos en las columnas de ADN-celulosa,

Los datos representan el promedio ! error estandar de 3 determinaciones,
cada una llevada a cabo con un grupo de 3 pituitarias anteriores.

#*Obtenido segin se describid en el Capitulo II.

#¥p € 0,001 vs. grupo no tratado.

###p €0.005 vs. grupo no tratado.
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DISCUSION

Los resultados de estos experimentos confirman la presencia de
receptores libres de alta afinidad y baja capacidad en los niicleos purifi-
cados de pituitaria anterior. Esta concentracién de sitios libres detec-
tados en pituitarias de ratas crdnicamente castradas fue elevada signifi-
cativamente después del tratamiento con E2 durante 4 dias; concomitante-
mente hubo un aumento en los sitios nucleares totales medidos por inter-
cambio. Por otro lado, el tratamiento agudo con E2 aumentS los sitios to-
tales nucleares mientras que los receptores no se modificaron, lo cual

sugierec una relacidén temporal del efecto estrogénico.

La exposicidn prolongada a estrdgenos causada por los implantes
de pellet de DES durante 3 meses, produjo una hipertrofia de las pituita-
rias sin que los pesos de las gldndulas fueran lo suficientemente altos
para corresponder a tumores. Estas pituitarias mostraron una reduccidn
tanto en el ndmero de receptores libres como totales, sugiriendo un con-

trol del E, de sus propios receplores. La autoregulacidén negativa debida

2
al estradiol fue demostrada por Umans y col. (155) en las células MCF-7

y en Gtero de rata por Manni y col. ( 156 ). Sin embargo es factible que
la reduccidn en los sitios libres y totales nucleares se deba a la pobla-

cidén celular de las pituitarias tratadas con DES, compuestas principal-
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mente por células mamotrdpicas ( 84, 157) en oposicidn a la predominan-
cia de células FSH + LH presentes en la pituitaria después de la ovariec-

tomfa crdénica ( 158).

Otro aspecto interesante del estudio realizado resultd el efec-
to del th. un antiestrdégeno del cual se sabe que inhibe la prolactina
plasmdética y el efecto uterotrdfico del E, (153). En la pituitaria el
TAM administrado solo, indujo los receptores progestacionales y produjo
un aumento de los receptores libres, sin modificar la prolactina sérica.
Cuando se lo administrd concomitantemente con el E2. los primeros dos
pardmetros no variaron significativamente con respecto al tratamiento
con E2 solo, pero en cambio el aumento de prolactina sérica fue aboli-
do. Podemos concluir de esta manera, que a nivel de la pituitaria las
propiedades agonistas del TAM sobre la induccidn del receptor de proges-
terona y los receptores libres nucleares son paralelas, y sugerimos que
estos dos eventos podrian estar relacionados, posiblemente originéndose
en el mismo tipo de célula. Otro antiestrdgeno, CI-628, resulté también

eficaz para translocar el receptor de E2 e inducir el receptor de proges-

terona (159).

En la diabetes crénica habiamos demostrado que tanto la translo-
cacién nuclear del E2 como su actividad bioldgica a nivel de la pituitaria
estaban alteradas ( 150). También demostramos que en ratas con lesién en
la eminencia media, tanto la unidén citosdlica del (BH)-E2 como la capta-
cidn tisular total del (BH)-E2 inyectado, estaban disminufdas ( 122).

Nuestros resultados muestran que en estas dos condiciones también existe
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una disminucién de los receptores nucleares libres.

Los resultados obtenidos sugieren que los tratamientos que pro-
ducen un aumento de los receptores totales nucleares para E2 (E2-4 dias y
TAM), llevan a un aumento de los receptores nucleares libres, en cambio
cuando se produce una disminucidén de los receptores totales nucleares o
citosdlicos, los receptores nucleares libres disminuyen. En consecuencia
los receptores nucleares libres podrian estar {ntimamente relacionados
a otro tipo de receptor para E2, a excepcidp del tratamiento agudo de E2

que aumenta los sitios totales pero no los libres.

Otras hormonas como progesterona y testosterona no tuvieron e-
fecto sobre los sitios libres ya sea en ratas expuestas a E2 o en ratas
deprivadas de esta hormona por castracién. La dexametasona produjo una re-
duccidén significativa en los niveles basales de receptor libre, pero no
en los estimulados. Lisk y Reuter (75 ) demostraron que las pituitarias
de ratas tratadas con dexametasona mostraron una menor retencidn de (BH)-
E2 por la fraccidn nuclear, dato que corrobora la hipdtesis de una rela-

cidén entre los receptores libres y totales.

Es posible que los receptores nucleares libres representen una
forma mds fuertemente unida al ADN o a la cromatina que la mayoria del
receptor que migra al citoplasma después de la homogeneizacidn ( 160),
favoreciendo la hipdtesis de una localizacidén preferentemente nuclear de
los receptores esteroideos (63 , 64 ). Si esta hipdtesis es correcta,

deberfan detectarse receptores nucleares libres para otros esteroides,
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salvo que este sea un mecanismo especial para estrdgenos.

Es interesante sefialar que estos receptores extrafdos con alta
fuerza idnica del nidcleo muestran una unidn considerable a ADN-celulosa,
un dato que se toma como medida del estado de transformacién del receptor
(152 ) y el cual se correlaciona con la unidn a nicleos intactos ( 161).
Entonces los receptores nucleares libres podrian ser capaces de estimular
"per se" la actividad genética como sugirieron Garola y McGuire ( 149).

En este sentido, los receptores nucleares libres podrian ser diferentes
de los citosdlicos, siendo estos los presentes en el citosol como en el
modelo cldsico ( 21 ) o aquellos que se derivan del compartimiento nuclear

al citoplasma ( 63, 64, 160).

Finalmente, el tipo de células pituitarias de las cuales se ori-
ginan los receptores nucleares libres pueden ser extrapoladas de los tra-
bajos de Stumpf ( 93 ) y Keefer ( 162), que demostraron una captacién pre-
ferencial del (BH)-E2 por las lactotropas y gonadotropas. Nuestros resul-
tados con TAM sugieren que las células sobre las cuales tanto E2 como TAM
producen una respuesta paralela pueden ser las mismas, en oposicidén a 1las

células productoras de prolactina, en las cuales el TAM antagoniza los e-

fectos del E2.
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Los resultados obtenidos en estos trabajos sugieren que:

1. Los receptores citosélicos en la pituitaria anterior estdn bajo el
control del sistema nervioso central, probablemente bajo la influen-
cia de un neurotransmisor que podria ser dopamina. Las primeras eviden-
cias demuestran que la lesidn en la eminencia media produce una disminu-
cidn en los receptores citosdlicos, que ya es notoria a la hora de produ-
cida la lesidén y continda en baje hasta alcanzar una meseta al 7° dfa,
que continida hasta el dia 21. Simultdneamente se produce una hiperprolac-
tinemia en los mismos animales. De los datos obtenidos a través del grd-
fico de Scatchard se deduce que podria haber un cambio en la afinidad de
los receptores por el ligando sumado a una disminucidn superior al 50%
en el nimero de sitios totales. Los estudios realizados "in vivo" demues-
tran que al igual que lo demostrado "in vitro'", existe una menor reten-
cidn de (BH)-E2 por la pituitaria de animales lesionados; también sec
demuestra una menor captacidn por los hipotdlamos lesionados, dato que

no se observa "in vitro". La sintesis proteica es similar en ambos grupos.
. . Y . . 2
La bromocriptina, un agonista dopaminérgico, restaurd la capa-

cidad de unir estradiol en el citosol de pituitaria anterior de animales

lesionados. Esta droga, en cambio, no tuvo efecto sobre animales contro-
les.
Cuando se utilizd el modelo de rata prolactinémica debida al

transplante de hipéfisis bajo la cdpsula renal, se comprobd que las hi-
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péfisis "in situ" no tenian disminuidas la unidn de estradiol, lo cual
descartaria a la prolactina como el principal factor en la regulacién

de los receptores estrogénicos. El tratamiento con bromocriptina reduce
la hiperprolactinemia y por lo tanto llega a las células lactotropas

de las hipéfisis transplantadas, aunque no consigue restaurar los nive-
les normales de receptor estrogénico en las mismas, quizds porque exista

una hipofuncién mds pronunciada en estas gldndulas.

La posibilidad que la dopamina pudiera estar actuando a tra-
vés de algin otro factor como LHRH no se concretd, ya que demostramos a
través de diversos disefios experimentales que tanto el LHRH natural como
el Buserelin, el andlogo sintético, son incapaces de modificar los recep-

tores para estradiol en la pituitaria anterior de rata.

2. La diabetes experimental producida por estreptozotocina lleva a una
disminucién del receptor citosdlico de estradiol en la hipdfisis an-
terior y de la translocacidén de los mismos después del tratamiento "in
vivo" con dosis fisioldgicas de estradiol. Esto se transluce en una
disminucidén de la induccidn del receptor citosdlico progestacional y de
la respuesta prolactinica. En cambio, se revierte si los animales diabé-
ticos son tratados con dosis farmacoldgicas de estradiol, lo cual sugiere
que una vez que los receptores llegan al nicleo en una determinada con-

centracidn, su efecto se ejerce adn en presencia de la diabetes.

En el dtero, en cambio, hubo una reduccidén en la unién del
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(BH)-E2 por los nicleos con ambas dosis, lo cual demuestra diferentes

respuestas a la diabetes mellitus de estos efectores.

3. La hipdfisis anterior contiene receptores libres nucleares. Estos recep-
tores son modulados por estradiol y aumentan después de 4 dfas de tra-
tamiento estrogénico como también lo hacen los sitios totales medidos por
intercambio, En cambio el tratamiento con pellet de DES durante 3 meses
mostré una reduccidn en los receptores libres y totales sugiriendo un

control del E, de sus propios receptores.

2
El tratamiento con tamoxifen indujo en la pituitaria receptores
progestacionales y produjo un aumento de los receptores libres. Cuando se

administrd tamoxifen junto con E_, este compuesto bloqued el efecto esti-

o
mulante del E2 aunque su efecto no fue aditivo sobre los receptores pro-
gestacionales y los receptores libres nucleares,

Los receptorés libres nucleares disminuyen en ratas diabéticas
y con lesidén en la eminencia media y no se ven alterados por tratamiento
con progesterona o testosterona, ya sea que se encuentren en sus niveles
basales o aumentados por esti{mulos de estradiol. La dexametasona disminu-

. Ve
ye los niveles basales. Los receptores libres nucleares muestran ademés

una unidn considerable al ADN-celulosa.

4. Creemos haber demostrado, en el curso de estos trabajos, el caracter

altamente regulatorio de los receptores estrogénicos anterchipofisarios
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que cataloga a estas moléculas como protefnas alostéricas., Los factores
de regulacidn son variados y pueden estar o no relacionados, y tentati-
vamente podriamos clasificarlos en: a) extrinsecos y b) intrinsecos al
tejido. Los factores extrinsecos pueden ser esteroideos, tal como la re-
gulacidén estrogénica positiva y glucocorticoide negativa de los recep-
tores libres, o por neurotransmisores, tal como sucede con la dopamina.
Entre los factores intrinsecos mencionaremos a los cambios tisulares de
la diabetes mellitus, que posiblemente conduzcan a una menor s{ntesis

y/o actividad del receptor. Finalmente, la disminucién de los recepto-
res estrogénicos en la diabetes y la lesién de eminencia media estudia-
dos en estos trabajos, podrfan tener un origen comin, debido en ambos ca-
803 a la ausencia de algin factor tréfico hipotaldmico que mantuviera

las concentraciones de receptores de la hipdfisis en 1fmites fisiolégicos.
Bsta hipdtesis se encuentra avalada por la observacién de cambios hipo-

taldmicos degenerativos en la diabetes mellitus,
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