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INTRODUCCION GENERAL

El complejo conjunto de fenómenos que operan a nivel de

un ser viviente supone no sólo un número extenso de reacciones,

sino tambiénuna sutil y eficiente interrelación entre éstas. A

nivel molecular ello significa que cualquier transformación de

una sustancia en otra, dentro de cualquier célula viva, se

encuentra perfectamente coordinada con la etapas precedentes y

sucesivas, de manera tal que, en todos los casos los niveles de

cualquier metabolito se adecuen a los requerimientos celulares en
un momento dado.

Los organismosmulticelulares han seguido una estrategia

de adaptación al medio que implica la agrupación y la

diferenciación en la cual cada célula cumple papeles

determinados. Conjuntos de células que cumplen una misma función

se constituyen en tejidos y asi diferentes tejidos se conJugan

comoórganos, dentro de un organismo multicelular complejo como

son los mamíferos. La interrelación entre las diferentes células

del mismo o distintos tejidos y órganos es un mecanismo

primordial para la supervivencia de los organismos
multicelulares. Esta interrelación implica la existencia de vias
de comunicación entre las mismascélulas del condunto; Las formas
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de comunicaciónentre las diferentes células es muyvariada, asi

comotambién la información intercambiada. Un tipo de transmisión

es el protagonizado por mensajeros hormonales que, en respuesta a

cierta clase de estimulo, un tejido secreta. Estas sustancias

poseen estructuras muyespecificas y hacen las veces de señal que

puede ser captada por receptores celulares sensibles a estas
hormonasy que se encuentran en células distantes de aquellas que

originaron la señal [1].

El sistema nervioso central (SNC), comotejido altamente

especializado, no escapa a los mecanismosde interrelación. El

cerebro es muysensible a los niveles de distintas hormonas que

circulan por sangre [2]. Descubrimientos comola neurosecresión

por Speidel (1919) o Scharrer (1928). y los hallazgos del control

nervioso y neurohumoral de la hipófisis por parte de Popa y

Fielding (1930), han sentado las bases de la neuroendocrinologia

y la visión del cerebro comoglándula secretora de hormonas y

neurotransmisores [3].

Una definición de hormona propuesta por Huxley en 1935,

que pone énfasis en la función biológica de las mismas, indica

que estas sustancias se deben considerar primeramente como

moléculas que transfieren información de un grupo de células a

otro, para el bienestar de la población celular en su conjunto.
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Existen diferentes tipos de hormonasentre las cuales se
encuentran las hormonasesteroideas, las cuales derivan todas de

un precursor comúnque es el colesterol. Este grupo de hormonas

incluye a los Glucocorticoides (GC), Mineralocorticoides (MC),

Progesterona, Estrógenos y Andrógenos. Todo este conjunto de

sustancias hormonalesposeen efectos biológicos diferentes entre
si que dependen en cierta medida de su estructura quimica.



ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS CORTIOOIDBS

ESIBHQIUBA_QHIMIQA

Químicamente, se considera comoglucocorticoides (GC) a

las moléculas del grupo del cortisol y la corticosterona (CORT).

En cambio la 11-desoxicorticosterona (DOC)es considerada comoun

mineralocorticoide (MC) puro. La figura I.1 indica las

estructuras planas de los corticoides mencionados, que muestran

caracteristicas comunescomo son: un grupo ceto en CS, doble

enlace entre 04-05, un grupo ceto en 020 y un grupo hidroxilo en

021. El grupo hidroxilo en el Cll parecería marcar 1a diferencia

entre MCy GC. La aldosterona (ALDO), que es MCcasi 100 veces

mas potente que DOC, posee al igual que los GCun hidroxilo en

011 (fig. 1.1), pero el grupo aldehido en el ClB hace que la

forma aldehidica o forma abierta de 1a molécula esté en

equilibrio con tautómeros ciclicos en los cuales el 018 reacciona
con los hidroxilos estéricamente cercanos. En los fluidos

biológicos el equilibrio se halla desplazado hacia uno de los
tautómeros, verificandose, entonces, la ausencia del grupo

ubicado en el C11 de la molécula de MC[4].
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- Estructuras planas de loe corticoides. Las hormonas
Corticosterona y Cortisol son glucocorticoides (GC), siendo la
primera el GCprincipal de la rata. 11-deeoxicorticosterona y 17­
hidroxi-ll-deeoxi-corticoeterona son mineralocorticoides (MC),
pero menos potentes que Aldoeterona (ALDO),que ae muestra en sus
formas abierta y cíclica [4].

Aldosterona
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BIQSINIESIS

La corteza adrenal es la glándula endócrina encargada de

la producción de los GCy MC.Esta se encuentra dividida en tres

zonas morfológicas, zona glomerulosa. fasiculada y reticular. Las

zonas fasiculada y reticular son las encargadas de la biosintesis

de los GCbado el control hipofisario que ejerce la hormona

adrenocorticotrofina (ACTH). La zona glomerulosa, relativamente

independiente de ACTH, produce MC.El origen sintético de todas

las hormonasesteroideas es el colesterol, molécula que posee 27

átomos de C, que puede ser captado por el tejido esteroidogénico

desde la sangre (tal vez la via primordial) via lipoproteinas de

baJa y alta densidad (LDLy HDL), o ser sintetetizado de novo a

partir de acetato. El colesterol aportado a las células por las
lipoproteinas. se esterifica con acidos grasos y se deposita en
el citoplasma en formade gotas lipidicas, estas se hidrolizan a

colesterol libre por acción de 1a colesterol esterasa y es
admitido que el colesterol libre es el precursor activo de las
hormonasadrenales.

La sintesis de GC comienza por la ruptura de la cadena

lateral del colesterol por parte de un sistema multienzimático

mitocondrial que a-hidroxila en 020 y 022 y luego una desmolasa

rompe la unión entre los dos átomos de C mencionados dando lugar
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a la pregnenolona mas acido isocaproico. La formación de cortisol

y corticosterona tiene lugar por la acción concertada de enzimas

mitocondriales y microsomales a partir de la pregnenolona que da

lugar a la progesterona (vía delta 4) o bien a la 17a-hidroxi­

pregnenolona (via delta 5). A partir de esta última se forma

cortisol, mientras que en especies animales que no tienen 1a

enzima 17a-hidroxilasa (ratón y rata) la progesterona origina la

corticosterona (CORT)[5].

IRANSBQBIE

Dado el carácter hidrofóbico de la mayoria de los

corticoides adrenales, éstos son transportados por la sangre
unidos a proteinas plasmáticas. Las fuerzas involucradas en esta

asociación son uniones puente hidrógeno e hidrófobas, es decir,
no covalentes. La introducción de hidroxilos y grupos carbonilo

al esqueleto de la molécula de los corticoides. aumenta la

polaridad de la misma y tiende a disminuir la proporción de

hormonaunida a proteinas del plasma. Esto último se llama Regla

de 1a Pblaridad, que indica que cuanto mas polar es un esteroide,

menores su tendencia a asociarse con proteinas transportadoras,

lo cual significa que la CORTtiene mayor tendencia a unirse a

proteinas que el cortisol, y éste a su vez mayor tendencia que la

ALDO.
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El complejo entre el GCy las proteínas séricas está en

equilibrio dinámico, ya que existe una proporción de hormona que

no está unida a proteina y que por lo tanto viaJa libre en

plasma. Tres son las proteínas encargadas del transporte de GC:

albúmina, a-l-glicoproteina ácida y transcortina (CBG). La

afinidad de éstas por los GC depende de la temperatura, siendo

mayor a 4°C que a 37°C. El cortisol y CORT se unen

preferentemente a CBG;cuando los niveles de cortisol plasmático,

que normalmente están dentro del rango de 10-20ug/d1, superan los

30-40ug/dl, el exceso de hormona se une a albúmina. En

condiciones basales el cortisol se halla unido a transcortina en

un 77.3%, mientras que 1a albúmina une 15% y el 7.7% restante

está libre.

La importancia de las proteinas séricas transportadoras

de GCradica en que la hormona biológicamente activa es la que

está libre, y no 1a que se halla unida a proteinas. Este hecho se

manifiesta en la mayor potencia biológica de los esteroides

sintéticos que no se unen a CBG y circulan libres en sangre

[5,6]. Algunos laboratorios le asignan a las concentraciones de

proteinas transportadoras en sangre una función adicional dada 1a

existencia en tejido periferico y cerebro de heterogeneidad en la

población de sitios receptores para GC. Esta heterogeneidad

implica la existencia de mas de un sitio de unión para CORT en
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varias especies estudiadas, es decir que dicha hormonase une con

alta afinidad a sitios receptores tipicos de MC tanto como a

sitios especificos de GC, estos últimos inclusive con menor

afinidad. La regulación del acceso de CORT o ALDO a los

receptores estaria dado, entre otros factores, por los niveles de
CBGen sangre. e indirectamente por la cantidad de CORTunido a

CBG, en tanto que ALDOtendria una proporción mayor de hormona

libre activa capaz de unirse a receptores [7-9].

AQQIQNES_EISIQLQGIQAS

Generalidades

Los GC son hormonas sistémicas que regulan el

metabolismo en la mayoría de las células de los mamíferos. El

término Glucocorticoide se originó al comprobarse que estas

hormonas regulaban el metabolismo hidrocarbonado, aún cuando

muchas funciones no estén en relación con los hidratos de

carbono.

Sus acciones se pueden clasificar en anabólicas y

catabólicas, aunque esta clasificación no encuadra numerosas

funciones dentro del sistema nervioso central (SNC), las que

comentaremosmás adelante. Las acciones anabólicas o de sintesis

son ejercidas principalmente en el higado, riñón y pulmón. En el
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higado hay gluconeogénesis a partir principalmente de
aminoácidos. Promuevela captaciónn de aminoácidos circulantes,

la inducción de transaminasas que convierten los aminoacidos en

a-cetoácidos que son los precursores de la glucosa. Ademas

promuevenla sintesis de enzimas claves de la gluconeogénesis y

de la sintesis de glucógeno, induciendo la deposición de

glucógeno en el higado y la liberación de la glucosa recién

formada a sangre. Estas acciones, en conjunto con la inhibición

de la captación de la glucosa por tejidos periféricos, causan

hiperglucemia y pueden originar diabetes esteroidea si existen

niveles elevados durante lapsos prolongados [5.8.10].

En el riñón, los GC son también gluconeogenéticos y

ademasactivan la filtración glomerular. En el pulmón, la acción

anabólica se manifiesta por la aceleración de la maduración del

órgano en el feto mediante la inducción de la producción de

dipalmitoilfosfatidil-colina, un surfactante pulmonar.
Adicionalmente suprimen la inflamación, inhibe numerosas

reaciones inmunes e inhibe secreción de hormonas y neuropéptidos

[10].

Los efectos catabólicos incluyen la proteólisis en
músculo, tejido linfoideo,tedido conectivo y hueso, ademásde la

lipólisis en el tejido adiposo (tabla I.A).
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Iahla_l.A; Efectos estimulantes e inhibitorios de los GC.

mmm
1. Depósito de glucógeno en higado
2. Gluconeogénesis a partir de aminoácidos en higado
3. Captación hepática de aminoácidos circulantes
4. Transaminasas hepáticas
5. Biosintesis de proteinas en el higado
6. Lipólisis en tejido adiposo
7. Formación de cuerpos cetónicos
B. Filtración glomerular renal
9. Eritropoyesis y leucopoyesis

10. Secreción estomacal (ácido clorhídrico Y pepsina)
11. Elevación de la presión arterial
12. Resistencia al estrés
13. Propiedades cardiotónicas
14. Crecimiento y maduración del pulmón fetal

Minimum
1. Captación de glucosa por células periféricas
2. Metabolismoproteico en músculo, hueso y tejido linfoideo
3. Lipogénesis en tegido adiposo
4. Reabsorción tubular renal de agua
5. Númerode eosinófilos, basófilos y linfocitos en sangre
6. Crecimiento del tejido linfático normal y patológico
7. Sintesis de matriz ósea (osteoporosis)
8. Respuesta inmunitaria
9. Respuestaanti-inflamatoria y anti-alérgica

10. Secrsción de CRF y ACTH
11. Supresión de mediadores: citoquinas, prostanoides,

quininas, serotonina

{Modificado de A.F.De Nicola, en "Endocrinología Molecular" (R.
S. Calandra y A.F.De Nicola editores). El Ateneo. Buenos Aires,
pp. 199-219 (1985)}.
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Todos los efectos enunciados son de difícil

interpretación a la hora de unificarlos para entender o hallar el
factor común que subyace en las acciones mencionadas [10]. La

idea que se tenia hace algunos años era que los glucocorticoides
se liberaban a circulación ante una amenaza a la homeostasis

corporal con la función de ayudar o exacerbar los mecanismos

corporales encargados de contrarrestar los efectos causados por

el estrés. Actualmente se cree que 1a acción de estas hormonas

tienden a suprimir los mecanismosdefensivos corporales para

evitar que una reacción prolongada de éstos produzca,

paradójicamente, daño al mismo organismo que los habia generado

comorespuesta ante factores estresantes [8,10]

Efectos en SNC

Los corticoides disparan una multitud de efectos en el

SNC, éstos van desde la regulación del crecimiento celular y
diferenciación a alteraciones en.la actividad electrofisiológica

de las neuronas. Es sabido que los corticoides también influyen

en los patrones de comportamiento animal y humano. Por ejemplo,

se ha determinadouna relación entre niveles altos de corticoides
en sangre y cuadros depresivos en humanos [11]. Por otro lado,

debido a la multiplicidad de efectos ejercidos por los

corticoides en SNC, la distinción clasica entre GCy MCen base a
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los efectos desencadenadosen tejidos periféricos podria no ser
apropiada o adecuada cuando se habla de los mismos en este

sistema [12].

El SNC es capaz de captar esteroides adrenales, entre

ellos CORT. La captación de hormonas por el cerebro ha sido

estudiada mediante la inyección de cantidades trazadoras de

hormonas radioactivas. La zona más importante en la acumulación

de corticoides, derivada de los estudios de captación realizados,

es la zona limbica, siendo además el sitio de acción más

importante [12,13]. Con el objeto de ejercer su acción en el SNC,
los corticoides deben atravesar la barrera hematocefalica.

Estudios realizados por Perdridge y Mietus [14] indican que el

pasaje de dichas hormonaspor la barrera es del tipo no saturable

y probablemente ocurra mediante difusión simple, dadas las

características liposolubles de estas hormonas.

Los GC tienen efecto inhibitorio en el crecimiento y

proliferación de células nerviosas. El efecto másnotorio es una

disminución en el peso tisular de cerebro y cerebelo de ratas

[15,16], y además hay disminución del contenido de ADNen dichos

tejidos, pero esta menorcantidad de ácidos nucleicos es debida a
menordivisión celular y no a necrosis del tejido, tanto nervioso

comode glía [17,18]. Ademásde inhibir la proliferación celular,
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la administración de GC retarda el desarrollo del árbol

dendrítico [19] y podrían interferir en la normal formación de

sinápsis, también se ha visto que suprime la mielogénesis en el
sistema nervioso en desarrollo. La administración neonatal de GC

a ratas provocan el atraso en la maduración de potenciales

evocados [20] y cambios en los patrones de comportamiento en la

natación [21]. Estos animales sufren polidipsia [22] y problemas

de regulación de la glucemia [23].

A nivel molecular los GC inducen numerosas enzimas de

neuronas o de glia. Estimulan la enzima feniletanolamina N-metil

transferasa en tejidos derivados de la cresta neural [12],
también aumenta la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa en

una línea celular de neuroblastoma derivada de ratón [24,25],

estimula la acetilcolinesterasa y la colina-acetiltransferasa
particularmente en cerebelo [12,26] y también la glicerol

fosfatodeshidrogenasa y la ornitina descarboxilasa [12,27].

Ademásactivan la sintesis de glutamina sintetasa en astrocitos
[28].

Los GCmodulan 1a transmisión sináptica excitatoria y

inducen el aumento de síntesis de serotonina [25], modulan la

recaptación de GABAya que animales adrenalectomizados presentan

un aumento de la recaptación del neurotransmisor, efecto

revertido por la administración de CORT[25].



Retroalimentación negativa de GCen SNC

En cuanto a la regulación de la sintesis y secreción de

CRFy ACTH, por parte de los GC, éstos cumplen un rol muy

importante y muy estudiado respecto de su acción en el SNC. Desde

luego, la regulación de la liberación de ACTHpor parte de los GC

está dada principalmente, en tejidos extranerviosos, en la
adenohipófisis, la cual es sensible a altas concentraciones de GC

circulantes [2]. En este tejido, 1a sintesis/procesamiento y

secresión de productos derivados de la proopiomelanocortina

(POMC)esta bado control inhibitorio de los GC, los que actúan a

nivel genómico suprimiendo la expresión del gen de la POMC[29].

Dentro del SNCla regulación por retroalimentación negativa, que

ejercen los GC, está centrada en el hipotálamo, influyendo en la

sintesis y liberación de CRF [30], y también en areas

extrahipotalámicas, principalmente el hipocampo, zona

extremadamente sensible aún a bajos niveles de hormonas

circulantes [2,31].

Glucocorticoides y Médula Espinal

La MEes capaz de concentrar distintos esteroides como

estradiol, andrógenos y corticosterona, tanto en rata como en

pollo [32-36]. Correlacionado con estos resultados, se observan

una variedad de acciones de los GCen esta región del SNC. Por

—16—



ejemplo, estas hormonas modulan la actividad de la enzima T­

Glutamil Transpeptidasa, involucrada en el transporte de

aminoácidos, en MEen desarrollo de pollo [37]. Ademásse observó

que los GCmodularian la recaptación de 5-hidroxi- Triptamina (5­

HT) en MEde gato [38], también se comprobó que al administrarse

dósis agudas de corticoides a esta especie, aumentaban los

niveles de 5-HT, dopamina y noradrenalina en la MEa la hora de

haber comenzadoel tratamiento [38] y a las 24 hs del tratamiento

los niveles de estos neurotransmisores en MEeran menores que en

los controles; tal vez por acción de la hormonasobre la enzima

monoamino oxidasa [38]

Cuando se emplea acetónido de triamcinolona (TA) se

observa que éste provoca un aumento en la velocidad de

recuperación de neurotransmisores almacenados, respecto de

controles [39]. Por otro lado los GCactúan sobre la actividad

electrofisiológica de la ME.Los reflejos segmentados de la ME

constituyen un arco reflejo que en su forma más simple involucra

una sinápsis y dos neuronas o sea lo que se conoce como reflejo

monosináptico. Tratamientos agudos o crónicos con GCafectan las

funciones refledas en MEde gato [39].

Los GC son usados amplia y rutinariamente en el

tratamiento de traumatismos de la ME[44]. Las lesiones en dicha
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zona del SNCproduce una variedad de efectos degenerativos

progresivos [41-45], entre ellos procesos autodestructivos [42].
Las acciones benéficas de los GC en dichos traumas serian en

parte por su acción inhibitoria en la peroxidación de los lípidos

de membrana, disminución de la formación de radicales libres

inducida por lesiones, y por aumentp en la actividad de la ATPasa
Na+-K+dependiente.[43,44,46]. Las dosis empleadas entran dentro

del orden de 20 mg/Kg de peso, dosis altas, y algunos autores

cuestionan dicha terapia por la falta de efectos beneficiosos
respecto de los efectos colaterales de las dosis de corticoides

empleadas [44]. Hall et. a1. analizan parámetros fisiológicos en

MEdañadas, como el flujo sanguíneo en ME, y encuentran que dósis

de GC sintéticos del orden ya mencionado produce mejoras en

dichos parámetros pero dósis muy altas (60 mg/Kg) son menos

efectivas que las dósis menores (30 ma/Kg) [43j.

Glucocorticoides e Hipocampo

Distintas áreas cerebrales acumulan corticoides, en

particular CORTen ratas, pero el HCse destaca mostrando la
mayor sensibilidad para captar y retener hormonaaún con bajos

niveles de CORTcirculante [8]. Si bien numerosas enzimas del SNC

y en especial del HCno se ven afectadas por los GC, algunas como

la enzimaglicerol-fosfato deshidrogenasa esta influenciada por
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estas hormonas. Esta enzima es preponderantemente glial y está
relacionada con el metabolismo de los hidratos de carbono. El

transporte de GABAen terminales nerviosas presinapticas del HC

se vieron afectadas por los GC o la falta de los mismos en

animales ADX, mientras que otras terminales de distintas áreas

cerebrales no se vieron afectadas por los GC.Este efecto estaria

relacionado con la remoción de GABAde sitios presinápticos luego

de su liberación [B].

Las hormonas adrenales afectan el metabolismo de la 5­

HT, mientras que la remoción de las adrenales (ADX)disminuye el

turnover de 5-HT en HC, el suministro de GC activa la enzima

triptofano hidroxilasa, que regula el metabolismo de dicha amina.

Aqui los GCaparecen comofactores facilitadores de la génesis de

sistemas neuronales conteniendo S-HT[8].

La acción de los GCen el ede hipotélamo-hipófiso­

adrenal está muyestudiada [2,30,31]. Fuera del hipotálamo el HC

Juega un papel muysignificativo en la regulación de la secreción

de ACTH[2]. Lesiones en el HCmostraron ciertas alteraciones en

el funcionamiento del eje hipófiso-adrenal [2], cuando se extrae

el HCse demostró una reducción en la sensibilidad del eje al GC

sintético DEX[31,47], y lesiones en dicha zona del SNC inducen

un aumento de la secreción, basal y en situación de estrés, de GC
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[2]. Asimismo, la hipocampectomia produce aumento de 1a secreción

de CRFy ACTH,y del ARNmpara CRFen el núcleo paraventricular

[31,48], lo que testifica que el HC cumple una función

inhibitoria en el funcionamientodel ede.

Otra acción de los GCen el HC es la regulación de la

acción del. péptido intestinal vasoactivo (VIP) cerebral en la

acumulación de AMPcen el HC. Se puede decir que el HC es un

sitio de interacción entre neuropéptidos y los GC[2].

Por otro lado los GC están involucrados en el

envejecimiento y degeneración del tejido nervioso del HC [49].

Una exposición prolongada a GC, ya sea exógenos o endógenos, en

concentraciones dentro del limite superior del rango fisiológico,

lleva a pérdida de células nerviosas, en especial las neuronas

piramidales, ésto acompañado de proliferación glial e

infiltración [49]. La acción de los GC, sobre la degeneración

neuronal en HC,seria facilitatoria o coadyuvantede los efectos

tóxicos de conocidos citotóxicos como el compuesto 3-acetil

piridina o de generadores de radicales libres [49]. Estas

demostraciones se correlacionarian con los hallazgos en ratas

viejas, en las que existen niveles elevados de GC circulantes,
asociados a pérdida neuronal hipocampica y astrogliosis [50]. A
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nivel humano, se asemejan al HC del enfermo con Alzheimer, los

que presentan pérdida de neuronas del HC, aumento de los GC

circulantes y resistencia a la inhibición con DEX[51].
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MECANISMOS DE ACCION DE LOS GC

Todos los efectos producidos por los GCen los células

llamadas blanco son mediados a nivel celular por receptores

intracelulares especificos. En 1968Muncky col. hacen referencia

por primera vez a la existencia de sitios receptores para GC en

tejidos sensibles a estas hormonas[52,53].

BEQEEIQRES_DE_GQ

Conceptualmente. el receptor hormonal es una

macromoléculacapaz de unir sustancias biológicamente activas

(hormonas o fármacos) produciendo una respuesta fisiológica como

resultado de esa acción. Esta definición conlleva dos conceptos

independientes: uno estructural que involucra el reconocimiento

hormona-receptor y su interacción, y el otro es 1a activación de

la respuesta celular producto de la interacción anterior. Un
receptor, para definirlo comotal, tiene que cumplir ciertos

requisitos comoser: saturabilidad, baJa capacidad, alta afinidad

por 1a hormona, y especificidad, entre otros conceptos [1].

Los receptores de hormonas esteroides son proteinas

heteroméricas intracelulares que en el caso de los GCse acepta

actualmente que se ubican en el citoplasma cuando no estan unidos

a hormona [40,52-55].
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La unión de hormonaal receptor es requisito previo para

que se disparen distintos eventos intracelulares. Unmodelo de
estos eventos utilizado actualmente es el que se muestra en la

figura 1.2 [52]. Este modelo esta sustentado por numerosa

evidencia [54,56,57] e implica diferentes pasos. los cuales son

importantes en la mediación del efecto final de la hormonaen la

célula blanco [52]. Como se comentó anteriormente, las hormonas
esteroides viajan por sangre unidas mayoritariamente a proteinas

plasmáticas y la fracción activa es 'la que viaja libre, en
equilibrio con la unida a transportadores [5,6]. El paso
siguiente involucra la entrada de la hormonaal interior de la

célula. El proceso de entrada de la hormonaa la célula seria,

según algunos autores, por difusión simple a través de la

membrana plasmática [52,54], aunque existen evidencias de la

existencia de transporte facilitado [58]. Unavez en el interior
de la célula la hormona se une a su receptor. Como ya se

mencionó, la interacción hormona-receptorposee características

especiales (leer másarriba), una de ellas es la alta afinidad
del receptor por la hormonaespecifica que permite. aún en bajas

concentraciones de hormona intracelulares, que el receptor

interaccione y una al esteroide ( en particular al GC) [52]. En

general, la constante de disociación de los receptores de

hormonasesteroides (la inversa de la constante de afinidad) está
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Clloplasma

Proteina

- Modelo cíclico de la acción de los GCen una célula
blanco. Los pasos indicados son loa siguientes: 1) entrada y
captación de la hormona (G) por 1a célula; 2) unión de la hormona
a su receptor (R); 3) transformación del complejo hormona­
receptor; 4) tranalocación al núcleo; 5) asociación del complejo
con sitios especificos del genoma(GRE)[52].
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en el orden de 1-20nMsegún el tejido [57,69,60], la cual está

dentro del rango de las concentraciones fisiológicas de hormonas

en sangre [52]. Otra característica es la alta especificidad de
los sitios receptores por la hormona correspondiente. en este

caso por los GC, lo que implica que posee baja afinidad por

hormonasesteroides diferentes como progesterona o estradiol

(fig. I.3) [32,61,62].

La tercera etapa de este modelo involucra la adquisición

por parte del complejo hormona-receptor, recién formado, de la

capacidad de unirse a ADN.Este proceso se llama transformación

[52,54,63,64]. En ausencia de hormonael receptor normalmente no

interactúa o no puede adquirir la capacidad de interactuar con

ADN[52], aunque existen trabajos que señalan la existencia de

receptores sin hormonaasociada unidos a ADN(null receptors)
[55,65]. Por lo general se acepta que el receptor sin hormona

unida no interactúa con ADNy que por lo tanto es inactivo [52].

A la transformación del receptor le sigue el proceso de

translocación del complejo al núcleo. Debido a1 PMdel receptor

(aprox 97 KDa) el cual es mayor que 70 KDa, limite para la

entrada al nucleo por difusión simple, existirian mecanismos de

importación del mencionadocomplejo al interior del núcleo [52].

Existen trabajos que muestran la presencia de señales de
localización nuclear dentro de la estructura aminoacídica del
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Log Conc. de Competidor (M)

'Eignra_l¿a; Competición de la unión de (3H)DEXen citosol de ME.
Citosol con (3H)DEX10 nM se incubó en buffer TEMGcon molibdato
20 mM sin o con un rango de 10-1000 nM de los. siguientes
competidores: DEX, TA, RU-26988, CORT, progesterona (PROG), ALDO,
estradiol (E2) y testosterona (T). En al figura se grafico el x
de unión del ligando tritiado vs el log de la concentración del
competidor (M). La afinidad relativa de unión (RBA)para cada
competidor se muestra debajo del gráfico. El valor RBApara DEX
se tomó como 100%{Tomadode 0rtí.E., Tesis Doctoral, 1985}.
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receptor de GC [66,67]. que permitirían al complejo ingresar al

núcleo. También es posible que la asociación del receptor con

ciertos tipos de ARN[68-70] permitan tal importación [67,71].

Adicionalmente se encontró que los receptores de GC están

asociados indirectamente al sistema de microtúbulos intracelular

de células intactas, a través de proteinas unidas al receptor

denominadas Hsp 90 o proteinas heat shock de 90 KDa[72,163].

Finalmente, dentro del núcleo, los complejos hormona­

receptor se unen a sitios especificos del genoma llamados

elementos de respuesta a GC(GRE)[52,54,65,73]. Estas secuencias

de bases que se encuentran dentro del ADN, regularian la

velocidad de iniciación de la transcripción de grupos de genes

determinados, actuando sobre secuencias promotoras cercanas.

Estos elementos GRE son grupos de secuencias consenso del ,tipo

TGTTCT[52,54,74]. También existen trabajos que mencionan

acciones posttranscripcionales de los receptores de GC[54], que

involucran la estabilización de ARNmrecién sintetizados [52].

Existen modelos del ciclo de los receptores para GC que

involucran los eventos posteriores, y poco estudiados, luego de

la acción genómica de los complejos hormona-receptor, esto es el

retorno al citoplasma y la posterior adquisición de capacidad de
unión a un nuevo esteroide [55].
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Estructura de los Receptores de GC

La estructura de los receptores para hormonasesteroides

en general y para GCen particular fue y es objeto de intenso
estudio. Actualmente se considera que el receptor de GC no

transformado, es decir sin hormona unida, es un oligómero

heterólogo que contiene un solo sitio de unión del esteroide, con

un peso molecular de aproximadamente 300 KDaque posee adosadas

distintos tipos de proteinas que no unen esteroide [55,72].

Los primeros pasos en la determinación de dicha

estructura implicaron la utilización de técnicas de digestión con
diferentes tipos de proteasas y condiciones controladas de

reacción [52,54,56,75]. Principalmente se utilizaron tripsina y
quimiotripsina que dieron lugar o permitieron definir ,tres

fragmentos o dominios dentro del receptor de GC(fig 1.4), un

dominio que une hormona esteroide, otro que se une a ADNy el

tercero y menos conocido que se denominó dominio inmunológico ya

que los anticuerpos contra los receptores reconocian esta porción

de la proteina [56]. El receptor nativo tiene un PMde
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Dominios de] Receptor de GC

I ADN
TI'ÍDSÍDG alta-Qulmotripsina
Papalno Tripsina
Extracto PapalnaLisosomlco

- Dominios del receptor de GC. E1 receptor presenta
tres dominios, cuyas propiedades son: A)contiene el sitio de
unión para ligando; B)contiene el sitio de unión para ADNy
C)contiene el determinante inmunológico. Los tres dominios pueden
separarse por acción enzimática y de extractos lisosómicos.
Tomadode Carlstedt-Duke y col. [56].
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aproximadamente 97 KDa [52,56]. La acción de las proteasas dio

lugar a un fragmento del receptor de PMaprox. 27 KDaque podia

unir esteroide pero no tenia afinidad alguna por ADNy no daba

reacción con anticuerpos anti-receptor, por lo que se estaba en

presencia de la porción A (fig 1.4) [52,54,56]. Una proteólisis

mas suave daba lugar a un fragmento de receptor, de PMaprox. 32

KDa, capaz de unir al ligando y que poseía afinidad por ADN pero

no reaccionaba con anticuerpos [56]. De los tres dominios

expuestos en la figura I.4 el único que reacciona con los

anticuerpos es el C por lo que se deduJo que dicha porción del

receptor seria la más expuesta o más superficial de la molécula

del receptor [52]. Trabajos de Gustafsson y col. definieron que

el dominio A está sobre el extremo carboxi terminal de 1a

molécula, el dominio que une ADNse encuentra adyacente al
dominio A y el dominio C o inmunogénico es el que ocupa el resto

del receptor hasta el extremo aminoterminal [54,75].

Con el advenimiento de las técnicas de ingenieria

genética y del clonado de secuencias de proteinas celulares, se

pudo obtener con más detalle información sobre la estructura de

los receptores de hormonasesteroides. Conel clonado del gen del

receptor de GC[65,76,77], se obtuvo la secuencia completa de

aminoácidos y la ubicación de los dominios de unión a esteroide y

ADN[52,65,73]. La zona de unión a esteroide, en el caso de los
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receptores de GChumanos, comprende los aa 528 a 777 (fig 1.5),

ya sabemos que ésto es en el extremo carboxi-terminal del

receptor [52]. Al comparar receptores de distintas hormonas
esteroides en cuanto a la conservación de la secuencia

aminoacídica en esta zona de la estructura proteica, las

diferencias son moderadas principalmente debidas a las

diferencias en estructura química de los distintos ligandos
correspondientes a cada receptor [65]. En esta zona se encuentra

la especificidad estructural por un determinadoesteroide. Si se

modifican aminoácidos de esta porción de la molécula por

mutaciones puntuales de los genes correspondientes, se observan

cambios importantes en la afinidad del receptor resultante por el

ligando correspondiente [54]. Adicionalmente, en esta zona se

encuentran grupos sulfidrilo reducidos (SH-) que son importantes

para la interacción ligando receptor, ya que al usar reactivos

que los oxidan o bloquean el receptor no puede unir al esteroide

[78,79]. Los análisis de la estequiometria de la reacción de

unión del ligando al receptor, revelan que existe un solo sitio

de unión a esteroide por molécula de receptor nativo [54].

La zona adyacente al dominio de unión al esteroide

corresponde, como ya dijimos, a 1a porción que une ADN.Esta
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1 421 486 528 777

NH­
2

lAD Hormona

Eignnn_l¿fi; Diagrama esquemático del receptor de GC humano. Se
señalan las localizaciones de los dominios de unión a ADN (aa
421-486) y de unión a eeteroide (aa 528-777), sobre la porción
carboxi-terminal de la molécula. El aminoácido l se ubica en el
extremo amino-terminal y el aminoácido 777 sobre el extremo
carboxi-terminal. Tomadode Distelhorat [52].
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porción del receptor comprendeunos pocos aminoácidos, entre 65 a

85 aa, y se encuentra en la mitad más cercana al extremo carboxi­

terminal [52,65,80]. La composición aminoacidica de esta zona del

receptor ha sufrido muy pocas variaciones no sólo entre

diferentes tipos de receptores, sino entre receptores similares

de muy diferentes especies animales, en otras palabras es una

zona cuyo código esta altamente conservado [65]. En esta sección
de la estructura del receptor se encuentran secuencias de

aminoácidos que reconocen sitios especificos dentro del genoma
celular, a los cuales se unen. Estos sitios de unión dentro del

ADNde la celula se llaman GRE[65]. Analizando los aminoácidos

que componen esta zona de unión al ADNse encuentra que está

enriquecida en cisteinas y lisinas ordenadas en patrones
repetitivos, las cuales formanestructuras especificas de union

al genoma llamadas Zinc fingers o dedos de zinc [52,80]. Éstas

estructuras han sido reconocidas en numerosas proteinas que

poseen la capacidad de unirse al ADN,ya sean receptores o no, y

que poseen propiedades regulatorias de la transcripción genética
[81]. Esta capacidad de regular la transcripción, en la medida

que los receptores estén unidos a ligando, es un factor común de

toda la familia de los receptores de hormonasesteroides.

La existencia de estas estructuras de unión al genoma

celular, ha recibido confirmación por numerosos trabajos que
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indican el requerimiento de Zn para la unión del complejo

hormona-receptor al ADNo a1 menos la sensibilidad de esta unión

a la concentración de conocidos guelantes de los metales de

transición como EDTAu o-fenantrolina [52,81-83]. Un dato

adicional lo provee la necesidad, también en esta porción del

receptor, de grupos sulfidrilos reducidos para que se pueda unir

al ADN[78,79]. Numerosasproteinas reguladoras nucleares, las

cuales no son receptores, poseen esta estructura de unión al ADN,

que consiste en los zinc fingers [81].

Ademas de la familia de receptores de hormonas

esteroides clásicas, existen otros receptores que no pertenecen

estrictamente a este grupo pero que poseen también un dominio de

unión al ADNde estructura similar a los anteriores y con un alto

grado de homologia con ellos. Estos receptores adicionales

corresponden a los de la hormona tiroidea, vitamina D (es un

esteroide), ácido retinóico y dioxina [52,65,73,80].
Adicionalmente, el dominio de unión al ADN del receptor de GC

también tiene un alto grado de homologia con el producto del

oncogen erb-A, el cual como protooncogen codifica para el

receptor de la hormona tiroidea [52]. Estas observaciones han

llevado a proponer una gran familia o superfamilia de receptores

que involucra a los de las hormonasesteroides clásicas y los ya

mencionadosen este párrafo (fis 1.6). Todos los miembros de esta
-34­



superfamilia regulan la transcripción de determinados genes o

grupos de genes, dependiendo de la presencia o no del ligando

correspondiente y se los llama genéricamente Factores Reguladores

Controlados por Ligando o LRFs [65]. Comosu nombre lo indica,

estas moléculas intracelulares regulan los procesos nucleares

sólo si la presencia del ligando las dispara.

Una propiedad muy interesante de esta familia de

receptores es que los dominios de unión de ligando y de ADN se

comportan en forma independiente [65,75]. Esta conclusión está

dada por lo siguiente: mediante manipulaciones genéticas se han

construido pseudo receptores que consisten en el dominio de unión

a ADN del receptor de GC y el dominio de unión del ligando

correspondiente al receptor de estradiol, y se estudió el

comportamiento de la molécula sobre un gen dado (reporter gene)

que poseía el promotor del virus del tumor mamario (MTV),

conocido promotor regulado por los GC. El resultado consistió en

que la transcripción del gen estaba a cargo o regulada por

estradiol en lugar de por CORT [65], ademas en ausencia de

estradiol dicho gen no se transcribia. Este resultado indica

hasta qué punto los dos dominios analizados son independientes

entre si pero necesarios para la completa acción de los
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receptores ya que sin ligando no hay unión al ADNni regulación

de la expresión genética. En el caso que se delecione la parte

que une 1a hormona, el receptor mutado es capaz de unirse a ADNy

de regular la transcripción de los genes especificos pero sin

necesidad de la presencia del ligando [80].

Por último, la porción del receptor menosconocida es la

zona o dominio inmunológico ubicado en el extremo amino-terminal

del receptor de GC [52,73,75]. Esta zona podria modular la

función del receptor y se la ha rebautizado dominio regulatorio

[73], ya que mutaciones en esta porción de la molecula del

receptor provocanalteraciones en la actividad del receptor. Por

otro lado, la eliminación total de este dominio no bloquea por

completo la acción del receptor [52]. De las tres porciones en

que se dividió el receptor ésta es la de mayorvariabilidad entre
los diferentes tipos de sitios receptores de esteroides y

registra la presencia de gran proporción de aminoácidos acidos
[65].

A la estructura basica del receptor se asocian distintas

moléculas, protéicas y no protéicas, que de alguna manera
intervienen en la función del mismo. La más conocida es una

proteina de peso 90 KDa con caracteristicas idénticas a las

proteinas llamadas heat shock protein 90 (Hsp 90), encontradas
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asociadas al receptor en pollo [85], por lo tanto se acepta que

dicha proteina es del tipo Hsp 90 [52,55,73]. Segúntrabajos de

Muncky 001., el receptor de GClleva asociadas dos moléculas Hsp

90 (fis. I.7)[55,73]. Estas proteinas, muy abundantes en el

citoplasma celular, estarian asociadas al citoesqueleto [72], y

cumplirian una función en el proceso de transformación de la

molécula receptora ya que las proteinas Hsp 90 se encuentran

asociadas a ésta en situaciones previas a la transformación, A1
unirse la hormonay producirse la transformación, las Hsp 90 se

separarian de la molécula receptora [52.55.73].

Otra molécula asociada al receptor seria un tipo de

acido ribonucleico (ARN). Numerosos trabajos indican que

porciones de ARNse encuentran unidos al receptor de GCy de

otras hormonasesteroides, y que cumpliria un papel importante en

la transformación del receptor [68-71,86—89].Así, la acción de

enzimas ARNsasaumenta la cantidad de complejo hormona receptor

unido a ADN-celulosa [36,68,86,90]. Vedekis y col. habrian

identificado el tipo de ARNasociado con el receptor comoARNde

transferencia (ARNt)[70]. Existen otros trabajos que especulan

con la posibilidad de que el ARNasociado intervendria en la

importación del receptor de GCal núcleo [71].
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Tambiénexisten evidencias de asociaciones de otras

proteinas al receptor, una de aprox 59 KDay otra de aprox 72

KDa. Todavía no han sido caracterizadas y su función se desconoce

[54,73].

Transformación del receptor de GC

Comomencionamosen secciones anteriores, se acepta que

el receptor cuando no está unido a ligando, se encuentra en el

citoplasma y no asociado a ADN[52]. La estructura del receptor

en este estado es la que se esquematiza en la figura I.7 [55,73].

La unión del ligando, en este caso GC, dispara los

procesos posteriores, entre ellos la transformación del mismo,

que terminan por regular la transcripción de diferentes genes en

la célula efectora [65]. Esencialmente el proceso de

transformación del receptor implica el pasaje de un estado de

baja afinidad por ADN,a un estado con capacidad de unirse a ADN

[52]. Este proceso se puede reproducir en experimentos in vitro y

este cambio se refleja en el comportamiento del complejo hormona­

receptor en cromatografías con columnas de DEAE-celulosa, ADN­

celulosa, Carboximetil-celulosa, ATP-sefarosa (fig 1.8), ya que

adquiere una alta afinidad por polianiones [32,91,92]. Se

considera que el complejo H-R sufrió un cambio conformacional
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' Separación de complejos transformados y no
transformados por cromatografía en DEAE-celulosa. Los citosoles
de ME(paneles E-H) y de HC (paneles A-D) fueron preparados en
TEMGcon molibdato de sodio (factor que inhibe la transformación,
paneles A y E), para obtener los complejos no transformados, o en
TEMGsin molibdato de sodio (paneles B-D y F-H). Los citosoles se
incubaron con (3H)DEX y luego se sometieron a condiciones de
transformación, para finalmente sembrar en columnas de DEAE-cel.
equilibradas con buffer TEMG.La radioactividad unida se eluyó
con un gradiente lineal de fosfato de potasio 0-0.4 M. En las
fracciones se determinó radioactividad (—o-o-) y concentración de
fosfato (——-).Tomadode Orti E., Tesis Doctoral [32].
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que implica la exposición de aminoácidos básicos, antes ocultos,

que le dan la afinidad observada por polianiones [91]. Además, se

especulaba con una defosforilación del complejo [93]. Actualmente

se conoce con más detalle este proceso que no involucra, al menos

en un principio, defosforilación alguna, ya que según Munck y

col. no existen cambiosen el estado de fosforilación del

receptor al transformarse [73].

Existen actualmente dos modelos que pretenden explicar

los cambios producidos en el complejo H-R que lo llevan a unirse

a ADN[52,54]. El primero llamado modelo de disociación implica

la separación de las proteinas Hsp 90 del cuerpo principal del

receptor, exponiendo de esta manera el sitio de unión a ADNen el

complejo que se encontraba bloqueado [52,55], según muestra la

figura I.9. Hay evidencias experimentales que soportan este

modelo como la posibilidad de transformar el complejo H-R

exponiéndolo a alta fuerza iónica o calentamiento suave, procesos

ambosque inducirian la separación de las proteinas mencionadas

[36,52,54,90,92]. Mientras que sales comoMoO4Na2estabilizan al

complejo en su estado no transformado [52,93].

Otro modelo propuesto es el llamado modelo

conformacional (fig 1.10). De acuerdo a este modelo, la porción
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Eignng_1L9; Proceso de transformación del receptor de GCsegún el
Modelo de Disociación- En ausencia de hormona, el receptor está
unido no covalentemente con dos moléculas de Hsp 90 manteniendo
el sitio de unión a ADNinaccesible. Cuando el receptor se une a
la hormona (G), la molécula del receptor se disocia de las Hsp
90, dejando el dominio de unión a ADN accesible para unirse a
sitios especificos del genoma. Tomadode Distelhorst C. W. [52].
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' Proceso de transformación del receptor de GCsegún
el Modelo Conformacional. En ausencia de hormona, la conformación
del receptor de GC es tal que la porción carboxi-terminal del
mismo oculta al sitio de unión al ADN.Cuando la hormona (G) se
une al receptor, la conformación del receptor cambia dejando
libre el dominio de unión a ADN- Tomadode Distelhorst C.
[52].
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:arboxi-terminal del receptor, que es el dominio de unión a

asteroide, bloquea el sitio de unión a ADNque se encuentra

adyacente. Este modelo se basa en resultados experimentales que

muestran que al separar el dominio de unión a esteroide del resto

del receptor se obtiene un pseudoreceptor capaz de unirse al ADN

en ausencia de hormona, es decir un receptor constitutivamente

transformado [52,80].

Estos dos modelos no son mutuamente excluyentes, ya que

se puede pensar en la posibilidad de que el dominio de unión a

esteroide posea una zona de unión a las proteinas Hsp 90 (de

hecho la poseen) [73], y por lo tanto, al separar esta porción

del resto del receptor éste no puede unir, en el estado basal, a

las proteínas Hsp 90, y por lo tanto se une a ADNen ausencia de

hormona [52].

Estos modelospodrian sufrir complicaciones adicionales

debido a la existencia de otras proteinas asociadas al receptor,

además de factores que influirian en la unión del receptor a ADN.

Nodebemos olvidar la interacción del receptor con moléculas

especificas de ARNque podrian Jugar un rol fundamental en el

proceso de transformación o translocación al núcleo , aunque ésto

merece estudios más detallados [52,68-71,87-89].
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W
La primera prueba de la existencia de sitios receptores

para GCen el SNCprovino de los estudios de captación in vivo de

esteroides radiomarcados, en cerebro de ratas ADX.La hormona

(3H)CORT,derivado radioactivo del glucocorticoide natural de la

rata, es captado y retenido por varias horas principalmente en el

HC y en menor medida en septum y amigdala, siendo posible

correlacionar estos resultados con la presencia de receptores

especificos [2,8,13]. El hecho adicional de que la hormona
marcada se acumule en los núcleos de las áreas cerebrales

estudiadas, indicaba posiblemente acciones al nivel del genoma

celular, tipico de los receptores de hormonasesteroideas [8].

Cuando se realizan las mismas experiencias con

diferentes esteroides marcados, éstos se acumulan en las

diferentes áreas cerebrales según diferentes patrones. Por

ejemplo (3H)deoxicorticosterona y (3H)progesterona son captados y

retenidos pobremente mientras que el glucocorticoide sintético

(3H)DEX se acumula en cerebro en forma uniforme en numerosas

áreas del mismo, sin que existan, como en el caso de CORTen HC,

áreas preferenciales de acumulacióndel esteroide [B].

Mediante técnicas in vitro de determinación de la unión

de GCa sitios receptores, se ha ensayado la presencia de dichos
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sitios en diferentes citosoles correspondientes a distintas zonas
del SNC. La concentración de los sitios de unión para (3H)CORT y

(3H)DEX,resultó semejante a la encontrada por técnicas in vivo.

Las caracteristicas fisico-químicas de los receptores en el SNC

resultaron semejantes, pero no idénticas, a aquéllas encontradas

para los sitios de unión en tejidos periféricos (timo, hígado,
riñón) [8]. Por medio de técnicas autoradiográficas en cortes de

cerebro de ratas inyectadas con los GC marcados, se obtuvo

también una distribución semejante a la obtenida mediante las

técnicas antes mencionadas. Curiosamente, la captación y

distribución de la marca de (3H)ALD0era semejante a la obtenida

cuando se utilizaba (3H)CORT.Las células gliales captan también

GCpero con preponderancia de (3H)DEXsobre (3H)CORT, resultado

que recuerda lo observado en la hipófisis [8].

La regulación del número de sitios receptores, cuya

variación es una forma de modular la respuesta del SNCa las

hormonasesteroides, está a cargo de diferentes factores. Entre

ellos, están los factores ambientales, endócrinos y neurales.

Entre estos últimos se encuentran los neuropéptidos y los

neurotransmisores, los cuales son capaces de regular la cantidad

de receptores para GCen el SNC[2,8].

Receptores en Médula Espinal

-47­



Los numerosos efectos ejercidos por los GC en 1a ME

suponen la existencia de sitios receptores para estas hormonas.

Trabajos de Clarck y col. [94] muestran la presencia de unión de

GC a receptores en esta zona del SN, previamente se habia

estudiado la captación de esteroides en la ME por técnicas

autoradiográficas y se encontró retención de (3H)CORT en

motoneuronas medulares [95].

Trabajos posteriores, también por autoradiografias,

indican la captación de (3H)CORT y (3H)ALDO en ME. Las

motoneuronas de las distintas zonas de la MEy neuronas del asta

posterior, captaron preferencialmente (3H)C0RT, en cambio

(3H)ALDOfue captado por neuronas del asta anterior [96,97].

Experimentos realizados en nuestro laboratorio profundizaron en

esta linea de trabado, caracterizando las propiedades fisico­

quimicas de los receptores de GC y MC en ME. Además, se

correlacionaron 1a unión de los GCa receptores con la regulación

de dos enzimas: Glicerolfosfato deshidrogenasa y Ornitina

descarboxilasa [27,32,60,62].

Heterogeneidad de los sitios receptores en SN

Una explicación coherente con el hecho de que la

captación in vivo de (3H)CORTy su distribución en distintas
áreas cerebrales sea diferente de la distribución obtenida cuando
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se utiliza (3H)DEX,es la existencia de más de un sitio de unión

para GC en SNC [2,7]. Esta suposición se confirmó con los

trabajos de Reul y col. en los que se muestra la presencia de por

lo menos dos sitios de unión para CORTen el SN [7,98]. Estos

sitios receptores son homólogosa los identificados por Funder y

col. en el riñón, y se los llama de igual forma: receptores tipo

I y tipo II [2,99]. Los dos tipos de receptores descritos son

codificados por distintos genes y al estudiar la localización y
distribución de los ARNmcorespondientes, se obtuvieron

resultados similares a los observados cuando se estudia la

distribución de los sitios receptores [2].

Estos sitios de unión de hormonas adrenales, ligan con

distinta afinidad CORT, DEXy ALDO, hecho que complica la

interpretación de la función de dichos sitios en el SNy los

niveles de ocupación de los mismospor las hormonas naturales en

situaciones fisiológicas. Los receptores tipo I presentan alta
afinidad por CORTy se los encuentra concentrados principalmente

en el HC, además del riñón. Los sitios tipo II poseen baja

afinidad por CORTy se los encuentra distribuidos en forma más o

menosuniforme en las distintas areas cerebrales, además está

ampliamente difundido en tejidos periféricos blancos de las

hormonas adrenales, comoser riñón e higado [2].



Respecto de la ALDO, el MC natural más potente y de

conocida acción renal, los sitios tipo I poseen afinidad similar

a la que se mide por CORT,mientras que los sitios tipo II tienen

muybaja afinidad por el MC[2]. Esta última observación es

consistente con experimentos de saturación realizados con

(3H)ALDOpor distintos laboratorios, donde se encontró que la

hormona marcada se une a más de un sitio, puesto que el gráfico

de Scatchard correspondiente resultó curvilineo [8,32]. El
grafico mencionadose rectificaba cuando se competia la unión de

(3H)ALDO con bajas concentraciones de CORT [8,32], quedando

únicamente el sitio de alta afinidad uniendo la hormona marcada.

Esta unión también podía competirse en presencia de

concentraciones más elevadas de CORT, indicando que ambos se

estaban uniendo a los mismossitios receptores [2,8].

En cuanto al glucocorticoide sintético DEX existen

diferentes resultados. En trabajos previos al año 1989 se

mencionaque los sitios receptores tipo I tienen baja afinidad

por esta hormona,mientras que los sitios tipo II tienen alta

afinidad por DEX. Esta afirmación se basa en los hechos

experimentales que muestran una distribución in vivo de DEXen el

SN, diferente a la obtenida cuando se utiliza CORT [2,9,100].

Pero trabajos recientes muestran lo contrario, es decir que los

sitios tipo I tienen alta afinidad por DEX(al igual que CORTy
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ALDO)y los sitios tipo II observan baja afinidad por este GC

sintético [101,102]. Quedapor aclarar el significado funcional
de dicho resultado.

Papel fisiológico de los diferentes sitios receptores en SN

La función de los distintos tipos de receptores es

objeto de estudio actualmente, sin embargose pueden sacar varias

conclusiones. La diferencia de afinidades de los sitios tipo I y

tipo II por CORT,el GCnatural de la rata, implica que con bajos

niveles fisiológicos de hormonacirculando por sangre, estarían

ocupados totalmente los sitios tipo I pero no los tipo II,

mientra que durante situaciones que impliquen altos niveles de

esta hormonaen sangre (por ejemplo en situaciones de estrés), se

ocuparian también los sitios tipo II [2]. En experimentos

realizados por nuestro laboratorio se encontró que ambos sitios

de unión están involucrados en el control, por retroalimentación

negativa, de los niveles de CORTcirculantes [31]. Algunos

autores sugieren que en un sistema con un solo tipo de sitio

receptor, éste no podria adecuar su respuesta a cambios en los

niveles hormonales dentro de un rango amplio comoel observado

para las variaciones de concentración de CORTen diferentes

situaciones. Mientras que un sistema binario, comoel observado
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en el SNcon los dos sitios receptores, puede adaptarse a un

amplio rango de concentraciones de hormonacirculante y responder

en consecuencia [2,103].

Otro aspecto interesante es la alta afinidad de los

sitios tipo I tanto por ALDO como por CORT.Debido a que existe

una gran diferencia de concentraciones entre estas dos hormonas,

ya que la concentración de CORTes 100 veces más alta que la de

ALDO,estos sitios receptores estarían permanentemente ocupados

por CORT. Sin embargo, ALDOposee efectos conocidos en el SN como

la regulación del apetito salino en ratas intactas comoratas ADX

tratadas con CORT[104]. Para explicar esta paradoja se sugirió

que los niveles de CBG, la cual une CORTpero no ALDO,regula el

acceso del GCa los sitios tipo I. ALDO,al viajar en mayor

proporción en forma libre, tendria, pese a su baja concentración,

mayoracceso a dichos sitios receptores aún en presencia de altas

concentraciones de CORT [7,8,9]. Sin embargo, esta teoria se ve

desvirtuada porque no se ha encontrado CBGen el cerebro [31].

Por otro lado se especula que, al igual que en el riñón, 1a

presencia en el SN de la enzima llfihidroxiesteroide

deshidrogenasa, que virtualmente inactiva a la CORT al

metabolizarla, permitiría el acceso de ALDOa los sitios tipo I

con grandes concentraciones de CORTen el medio [2]. Sin embargo,

en el riñón no se ha demostrado co-localización de
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llfihidroxiesteroide deshidrogenasa y receptores tipo I sino mas

bién lo contrario, ya que ambasmoléculas estan presentes en

células de zonas alejadas, por lo que esta teoria no explicaría
la especificidad de unión de ALDOa nivel celular [105]. Hoy en

dia se habla de "Receptores Fisiológicos" para MCcuando se tiene

un efecto hormonal in vivo, sin que puede explicarse el mecanismo

que lleva la asociación de un receptor con el MC,en una región

determinada.



ANATOMIA Y FUNCION DE HC Y HE

SISTEMA_NEEMIQSQ_LSfll

Células del SN

Las neuronas de la ME,al igual que las del resto del

SNC, son las unidades funcionales de la misma. Todas las vías

nerviosas, circuitos y arcos reflejos están compuestos por
unidades neuronales interconectadas entre si y dispuestas de

manera simple o compleja.

Las Neuronas funcionales son mas bien grandes (Fig 1.11)

aunque existen amplias variaciones en cuanto al tamaño en

diferentes partes del SNC.Contienen núcleo grande, con nucleolo.

El citoplasma contiene neurofibrillas y una sustancia granulosa

que se tiñe con colorantes basicos, que reciben el nombre de

cuerpos de Nissl ( comoel método de coloración). que no es otra

cosa que ribosomas asociados a membranas. Además, el citoplasma

posee aparato de Golgi, mitocondrias y diversas inclusiones como

pigmentos y lípidos. Del cuerpo neuronal se expanden una o mas

prolongaciones que constituyen las dendritas y el axón. La zona
donde se extienden las dendritas de una dada neurona se llama

campodendritico.
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MITOCONDRIA

RETICULO ENDOPLASMICO
RUGOSO

SINAPSIS

VAlNA DE MIELINA'—/—'

Eignnn__1¿11; Cuerpo celular de una neurona. Contiene material
genético y todo el aparato metabólico comúna todas las células.
A diferencia del resto de las células somáticas, las neuronas no
se dividen luego del desarrollo embrionario. Poseen diversas
dendritas y un único axón que sale del cuerpo celular. El cuerpo
celular y las dendritas están cubiertos de sinapsis que es de
donde se recibe la información proveniente de otras células
[106].
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El axón es una prolongación aislada, también llamada

fibra nerviosa, que surge de una región de protoplasma conocida

como el cono de implantación y puede poseer longitudes desde

menos de un milímetro hasta casi un metro. En su extremo distal

cada axón se ramifica en arbolizaciones terminales, el

teledendrón. Además,cada axón puede tener ramas colaterales. El

axón contiene mitocondrias, neurofilamentos, microtúbulos y

reticulo endoplásmico liso, pero carece de reticulo endoplasmico

rugoso y ribosomas. Los axones pueden ser mielinicos o

amielínicos. La vaina de mielina es formada y mantenida por

células especializadas llamadas oligodendrocitos, y está

compuesta por capas concéntricas de membranas con alta

concentración de lípidos y baja concentración de proteinas. La

vaina está interrumpida por constricciones a intervalos regulares
llamadas estrangulaciones de Ranvier. En el SNperiférico los

axones se hallan rodeados por una membranasuperficial, la vaina

de Schwann [107,108].

La neuroglia, cuyo orígen embrionario es similar al de

las neuronas, ya que ambos progenitores, neuroblastos y

glioblastos, provienen de las células neuroepiteliales, está
constituida por elementos celulares que componen el tejido

instersticial del SN. La cantidad de células de la neuroglía es

mayor que el número de neuronas en una relación 10:1.[107]. Se
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diferencian de estas últimas porque conservan toda la vida la

facultad de dividirse y no forman interconexiones entre si ni con

neuronas, además no generan potenciales de acción [32].

Existen dos categorías de células de la glia, la

macroglia y la microglía. La macroglía está formada por

astrocitos y oligodendrocitos, las primeras están involucradas en

el flujo iónico, en la regulación del metabolismo de la neurona,

además intervienen en el metabolismo del GABA, y poseen

receptores para neurotransmisores. Los oligodendrocitos están

involucrados comointermediarios en el metabolismo neuronal y en

la formación de las vainas de mielina [108].

La microglia, que tiene origen mesenquimático, es decir

no nervioso, está constituida por pequeñas células con

prolongaciones ramificadas y se la considera comoel sistema de

“limpieza” del SN, tiene la capacidad de transformarse en

macrófagos [108].

Bioquímica del Sistema Nervioso

Las neuronas poseen la maquinaria comúna todas las

células vivas. Están especializadas, a diferencia del resto de

las células, en la transmisión de impulsos nerviosos, lo que
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implica la necesidad de mantener gradientes iónicos y sintetizar,

transportar y liberar mensajeros quimicos llamados
neurotransmisores .

El SNC es el mayor consumidor de energia en el

organismo, hecho que queda en evidencia por su gran irrigación

sanguínea y por su gran consumode oxigeno. A diferencia de otros

tejidos, el SNno puede utilizar comocombustibles ni aminoácidos

ni triglicéridos, su única fuente de energia es la glucosa (en

ocasiones los cuerpos cetónicos) y este hidrato de carbono sólo

lo oxida en condiciones aeróbicas. El cerebro, siendo el 2% del

peso corporal, consume el 20%del oxigeno en reposo. Esta tasa de

consumode energia tan alta seria para mantener los gradientes
iónicos intermembrana.

La neurotransmisión es un proceso complejo que involucra

la despolarización de la membranade la neurona por la apertura

de los canales de sodio, propagándose el impulso despolarizante a

lo largo del axón y las dendritas, y luego se cierran

inmediatamente, abriéndose los del potasio para reestablecer el

potencial negativo normal. Cuandoel impulso llega a la terminal

sináptica se producen una serie de eventos que culminan en la

liberación de los neurotransmisores almacenados en esa porción de
la neurona.
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Los neurotransmisores se pueden dividir en tres grupos:

a) aminas biogénicas comocatecolaminas, serotonina, acetilcolina

e histamina; b) aminoácidos comoglutamato y aspartato, GABA,

glicina, etc.; c) neuropéptidos comoencefalinas, sustancia P, B­
endorfinas, etc..

Las moléculas del transmisor liberado en el espacio

intersináptico, cruza dicho espacio interactuando con sus
receptores especificos situados en la membrana post-sináptica.

Dicha interacción puede causar la excitación de la neurona o su

inhibición, la contracción de una fibra muscular o la sintesis

y/o secreción de una hormona en una célula glandular. Dichos

efectos son mediados por los receptores especificos y la acción

puede ser directa sobre proteinas de membranao por la formación

de segundos mensajeros como los nucleótidos ciclicos (fis 1.12)

[109].WWW
Anatomía de ME

La ME es una estructura larga y cilindrica, revestida

por las meninges, que se encuentra dentro del conducto raquídeo o

vertebral. Se extiende desde el agujero occipital, donde se

continúa con el bulbo, hasta el borde inferior de la primera
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TERMINAL“NICO

MURO“ RECEP'I’ORA

- La transmisión química. Se representa el proceso de
transmisión en una sinápsis de norepinefrina. En primer lugar el
neurotransmisor se sintetiza en 3 etapas a partir del aminoácido
tirosina y se almacena en vesículas. La llegada del impulso
provoca la entrada de los iones de calcio, induciendo 1a
liberación de norepinefrina al espacio sináptico. Las moléculas
de transmisor se unen a sus receptores especificos de la membrana
postsináptica produciendo efectos eléctricos y quimicos (mediados
por AMPc). El efecto termina por una reabsorción o por
degradación enzimática del neurotransmisor. Los receptores
presinápticos median la inhibición de la sintesis del
neurotransmisor [109].
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vértebra lumbar. Tiene dos ensanchamientos, el cervical y el

lumbar, cada uno de ellos relacionado con las raices que inervan,

respectivamente, a las extremidades superiores e inferiores. En

sentido caudal al engrosamiento lumbar, la ME presenta una

terminación cónica, el cono medular o conus medullaris. Una

condensación de la piamadre, que se extiende caudalmente desde el

cono medular, forma el fïlum terminale.

Mientras que la MEes una estructura continua, los 31

pares de nervios espinales asociados con regiones localizadas

producen una segmentación externa. Sobre la base de dicha

segmentación externa se considera que la MEestá compuesta por 31

segmentos. Los segmentos medulares se encuentran divididos del

siguiente modo: 8 cervicales (C), 12 torácicos (T), 5 lumbares

(L), 5 sacros y 1 coccígeo en el humano, mientras que en la rata

hay 8 C, 13 T, 6 L y 4 sacras [110]. El gran número de raíces

lumbosacras que rodean al fïlum terminale recibe el nombre de

cola de caballo o cauda eguina. Los nervios espinales emergen

desde el conducto raquideo a través de los agujeros

intervertebrales (fig 1.13).

En cortes transversales la ME consta de una sustancia

gris central en forma de mariposa y un manto de sustancia blanca

que lo rodea. La sustancia gris contiene células nerviosas y sus
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radiculares dorsales y los ganglios espinales. C: Esquema de
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sustancias gris y blanca [108].
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prolongaciones. Cada mitad de la MEtiene una columna gris

posterior (sensitiva) o "asta posterior“ que se extiende casi
hasta la superficie, y un asta o columnagris anterior (motora),
que se extiende hacia adelante pero sin llegar hasta la

superficie. En los segmentostorácicos se observa un asta lateral

pequeña y afilada. La comisura gris, que conecta a la sustancia

gris de amboslados, circunda al conducto central o conducto del

epéndimo.

La sustancia blanca, que rodea a la sustancia gris,

contiene escasos cuerpos neuronales o dendritas, pero está

compuesta por fibras nerviosas mielinicas y amielinicas, las

cuales son ascendentes y descendentes, y sus células neurológicas
de sostén.

Los diferentes niveles de la MEmuestran variaciones en

cuanto a forma y tamaño, en la cantidad relativa de sustancia

gris y blanca y en la disposición y configuración de la sustancia

gris (fig 1.13). Las columnas grises alcanzan su punto máximo en

los engrosamientos cervical y lumbar, que están asociados con los

nervios más importantes que inervan a las extremidades [108].

Función de la Médula Espinal

La MEde los mamíferos mantiene aún las funciones de los

animales multisegmentados. Las señales sensoriales se transmiten
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a través de los nervios espinales a cada segmento de la ME,

causando respuestas motoras localizadas. Las respuestas motoras

de la MEson automaticas y ocurren instantáneamente en respuesta

a una señal sensorial. Además, siguen ciertos mecanismos

especificos denominadosreflejos.

El reflejo de estiramiento o miotático consiste en la
interacción de una neurona sensorial de la MEcon una neurona

motora y se acciona cuando un músculo tiende a estirarse

produciendo la contraccón del mismo, es un mecanismo de

retroalimentación que impide variaciones en la longitud del

músculo. Estos reflejos permiten a un individuo mantener las

partes del cuerpo en la posición deseada pese al efecto de

fuerzas externas, comola gravedad, que tiende a sacarlo de su

postura. Estos reflejos reciben el nombrede antigravitacionales.

El reflejo flexor, que es un reflejo polisináptico, es
la respuesta automática a estímulos dolorosos. Consiste en la

contracción de músculos flexores e inhibición de músculos

extensores, propiciando un rápido retiro del miembroafectado del

sitio de donde provino el estimulo.

Las funciones de la ME luego de extraer el cerebro

reflejan la magnitud de la misma. El animal puede pararse debido

a reflejos iniciados en las plantas de los pies y producen la
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tensión de los músculos de los miembros. El animal comienza a

realizar, si está suspendido, movimientos de marcha. Esto

demuestra que los reflejos básicos de la locomoción se encuentran

en la ME. También mantiene el reflejo de rascado, o sea que

localiza el lugar de donde provino el estimulo. Además, existen

reflejos de vasoconstricción y vasodilatación para controlar la
temperatura.

Estos reflejos muestran que muchas de las actividades

diarias son controladas por la MEy que el cerebro ejerce una

acción moduladora [111,112].WM
El hipocampo (HC) es una estructura del sistema limbico

en forma de coma alargada, constituida por un tipo de corteza

cerebral que se ha plegado hacia adentro, para formar la

superficie ventral del asta inferior del ventrículo lateral; la
cola se extiende con el ventrículo lateral conjuntamente con el

cuerpo calloso, que se halla localizado por encima del HC. Por

encima del cuerpo calloso, existen vestigios evolutivos

remanentes del HC, los cuales son generalmente ignorados para

estudios fisiológicos y bioquímicos [113,114]. Un extremo del HC

se halla inmediatamente vecino a los núcleos amigdalinos y se

fusionan a lo largo de sus bordes con la circunvalación del HC,
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que es la corteza de la superficie ventromedial del lóbulo

temporal. La terminología utilizada para la denominaciónde esta

estructura, va de acuerdo a la establecida por Pribram y Kruger

[115].

El HCtiene muchas conexiones con casi todas las partes

del sistema límbico (talamo anterior, septum, área preóptica,

amigdala, hipotálamo,etc.). Su principal eferente es el Fornix,

que lo comunica con varios núcleos diencefálicos hipotalámicos.
La irrigación sanguínea del hipocampose produce a través de los

vasos coroides anteriores y posteriores, los cuales son muy

sensibles a cambiosde presión intracraneal.

Funcionalmente, el HCes una estructura que está siendo

objeto de estudio. El mismo esta relacionado con procesos de

memoria y aprendizaje [116,117]. Desde el punto de vista

neuroendócrino el HC es una zona extrahipotalámica donde los GC

ejercen su acción para regular los niveles sanguíneos de estas

hormonas. La ablación de esta estructura produce alteraciones en

el eje hipotálamo-hipófiso-adrenal e incrementa la secreción de

GCbasal y bajo condiciones de estrés [2,31]. Además, el HC está

involucrado en la regulación negativa de la liberación de ACTH

[2].



El HCy los receptores de GC

Es interesante señalar la elevada concentración de

receptores de GCtipo I y tipo II, en el HC, y su posible papel

regulatorio en la respuesta al estrés y de la retroalimentación

negativa [2,8,31]. Por su extrema plasticidad, los receptores de
GC del HC son sumamente sensibles a los niveles hormonales

sanguíneos y aumentan o disminuyen preferencialmente en respuesta

a dichos niveles hormonales [2]. Se ha descripto el fenómeno de

"down-regulation" de los receptores de HC de ratas diabéticas

[118,119,120], ratas tratadas con GC[121], animales estresados,

y ancianos [2]. Por este motivo es que resultó importante

compararestos sitios receptores con los correspondientes de la

ME, ya que el concepto actual involucra al HC como organo

"clásico" para la acción de los GCen el SN.
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Comparación de los Receptores
de GC en el HC y la ME

CAPITULO II



INTRODUCCION

En la Introducción General (cap. I] se habia mencionado

que en el cerebro y en otras regiones del sistema nervioso

central se encuentran presentes receptores para hormonasde la

corteza adrenal [2,8,122,123].

Por estudios previos se han identificado moléculas que
unen glucocorticoides en la médula espinal (ME)de la rata,

exhibiendo propiedades correspondientes a sitios receptores

[31,32,62,94—96,124,125]. Estudios bioquímicos in vitro han

demostrado que los sitios de unión en 1a MEy el hipocampo (HC)­

este último un tejido blanco clásico para hormonasesteroideas en

cerebro [122,123]- muestran varias propiedades en común. Asi, se

observan similitudes en el coeficiente de sedimentación obtenido

por ultracentrifugación en gradientes de sacarosa, en la afinidad
relativa determinada por agonistas y competidores

(especificidad), en la capacidad de transformación de los

receptores a formas que denotan afinidad por ADN, y en el

comportamiento en columnas de intercambio iónico como DEAEy ADN­

celulosa [32,62,124]. Sin embargo, bajo condiciones

experimentales in vivo, la captación de corticosterona tritiada (
(3H)CORT)por parte de los núcleos celulares purificados es
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diferente, siendo más alta en el HCen comparación con la ME, no

obstante que el contenido de sitios receptores citosólicos en la

médula es aproximadamente el 50%o puede ser similar al contenido

del HC[124]. Se describió una situación similar en el nervio

óptico [126].

Estos resultados sugieren que, en la ME,una fracción de

sitios receptores citoplasmáticos no translocarían al núcleo de

una manera análoga a los sitios llamados receptores cripticos

descriptos en el HC[122]. En el presente capítulo se muestran

estudios efectuados sobre las posibles causas de la marcada

reducción en la captacion de (3H)CORTpor parte de los núcleos de

la MEempleando tres aproximaciones al problema: a) primero se

comparó la ocupación de los receptores citoplasmáticos de ambos

tejidos empleando distintas dosis de CORTexógena; b) la segunda

aproximación consistió en la búsqueda de inhibidores de la

transformación/translocación [91,127]; y c) se estudió la

sensibilidad de dichos tejidos a la acción de la enzima

ribonucleasa A (ARNsa A) dado que existe evidencia de ARN

asociado a receptores esteroideos [70,86,128-132]. Se acepta que

dicha enzima aumenta la afinidad de receptores para GC, y otras

hormonasesteroides, por el ADNen distintos sistemas [68,133].
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MATERIALES Y METODOS

WWW
Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr

de peso. Las mismas se adrenalectomizaron (ADX)por aproximación

dorsal, en formabilateral, 2 a 3 dias antes del sacrificio y se

mantuvieron durante ese lapso de tiempo en grupos de a 10
animales en jaulas apropiadas donde disponían de alimento

balanceado y NaCl 0.9% ad libitum.

Los animales fueron sacrificados por decapitación para

luego extraerles el hipocampo (HC) y la médula espinal (ME), para

ser utilizados en los distintos experimentos.WWE
HC: El cerebro se ubica en forma ventral, pudiéndose

observar de esta forma el hipotálamo (fig II.1), realizándose un

corte empleando un instrumento filoso, en forma vertical

aproximadamente 3 mmpor delante de una linea imaginaria que pasa

entre el hipotálamo y el quiasma óptico (A), luego se realiza

otro corte inmediatamente por detrás del hipotálamo (C). La

porción del cerebro asi obtenida se recuesta sobre el plano
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FIGURAII.1: Diagrama del cerebro de rata en donde se describe
los cortes realizados para obtener el hipocampo (HC), tal comose
menciona en el texto, utilizado para los ensayos. La linea
imaginaria B no se utiliza para realizar cortes en la extraccion
del HC
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transversal y con ayuda de pinzas se separa cuidadosamente la

corteza cerebral de manera de dejar expuesta la zona del

hipocampo que queda por debajo de ésta. Posteriormente se

desprende el hipocampo de su base inferior, separándolo del

septum. Asi obtenemos el hipocampo total con sus zonas dorsal,

medial y ventral, que se utilizará para los ensayos posteriores
[31,134].

ME: La MEse obtuvo luego de una cuidadosa laminectomia

desde la base del cerebro hasta el filum terminale. El tejido así

obtenido se utilizó completamentesin seccionarlo en distintas

zonas, incluyendo por lo tanto las secciones de ME comprendidas

entre las vertebras Cl-CB(cervicales), T1-T12 (toráxicas), Ll-L5

(lumbares), cola de caballo y filum terminale.msm
A las ratas operadas (ADX)se les administró 50 uCi/lOOg

de la hormonatritiada por via i.v. disuelta en un vehiculo
consistente en etanol-salina 30%. Una hora más tarde se

sacrificaron los animales y los tejidos se homogenizaron en

buffer N: de McEweny Zigmod [135]. Luego de centrifugar y lavar

los núcleos crudos con buffer N1: , éstos se purificaron mediante

centrifugación a 16000 xg durante 60 min. en un colchón de

sacarosa 2M. La radioactividad de los núcleos fue extraída
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lavando con etanol absoluto dos veces, luego se secaron los

extractos para posteriormente agregar líquido centellante [124],
momentos más tarde se midió la radioactividad extraída en un

contador de radiación B por centelleo líquido. Los resultados se

expresaron como fmol (3H)—CORT/mgADN. El ADNse determinó por el

método de la difenilamina [136]. También se determinó la

radioactividad en una alícuota del homogenizado para poder

calcular la relación (3H)Nucleo/(3H)Homogenizado[124].
WH
IMEBQAMBIQ

Intercambio (exchange), es un término que se utiliza

para indicar el proceso mediante el cual la hormona endógena, que

permaneceunida al receptor especifico, es desalojada de dicha

unión por la hormona marcada, agregada en una incubación in

Vitro, quedandoasi todos los receptores, o la mayoria de ellos,

unidos a un ligando marcado. Las condiciones de incubación que

favorezcan este proceso permiten la medición de todos los sitios

receptores, con minimoerror. En nuestro trabajo experimental fue

necesario buscar condiciones que anulen, o al menos hagan

despreciable, el proceso de intercambio, a fin de poder medir la

población de receptores libres luego de inyectar al animal una

dosis determinada de ligando no radioactivo (ver mas adelante).
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Con este objetivo se realizaron una serie de curvas de tiempo

utilizando MEde animales ADX.Se obtuvo el citosol homogenizando

con buffer TEMGMo,éste se dividió en 2 partes, a una de ellas se

la incubó con CORTfria (500nM) durante 20 h a 0°C ocupándose,

durante este lapso, la mayoria de los sitios receptores. La otra

porción de citosol quedó intacto a 0°C durante las 20 h. Luego se

separó la hormona libre con carbón-dextrán (2%-0.2%) y a

continuación se agrega a este citosol pretratado, asi .como

también a la fracción intacta, (3H)DEX 20nM, incubando este

sistema durante los tiempos indicados en la figura II.2. Al

término de los mismos, se separó al complejo hormona-receptor

mediante columnas de Sephadex-LHZO [137]. Los resultados

resumidos en la figura II.2, indican que a las 4 h de incubación

con la DEXtritiada todavía no se observa intercambio al comparar

los niveles de hormonaunida en el citosol pretratado respecto de

los mismosen la fracción control (citosol intacto). A las 24 h

de incubación los niveles de ligando unido a receptor son

similares en ambas fracciones investigadas, por lo que podríamos

decir que hubo intercambio. Dados estos resultados podemos

concluir que incubando aproximadamente 3 h estamos en condiciones

de reducir al máximoel intercambio de ligando endógeno por

hormona agregada in Vitro, permitiendo evaluar el número de

sitios receptores libres en el citosol bajo estudio [27,32].
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FIGURAII.2: Curva de asociación de (3H)DEXy receptores de
citoeol de ME(en fmol/mg prot.) en función del tiempo según
procedimiento mencionadoen Materiales y Métodos. Citosol intacto
(0) y citosol preincubado con CORT(500 nM) (O) durante 20 h a
0°C.



Se administraron dosis s.c. de vehiculo o de 0.05, 0.5,

1.0, 5.0 y 10 mg/kg de CORTdisuelto en propilenglicol, a

animales ADX.Una hora más tarde las ratas se sacrificaron

perfundiéndolas con una solución de NaCl 0.9% (salina) por via

intracardíaca, con el objeto de eliminar toda la sangre posible

de los tejidos a extraer. La MEy el HCasí tratados se diseCaron

y homogenizaron (teflón-vidrio) en bufer lOmMtris, 1.5mM EDTA,

2mMmercaptoetanol, 10% glicerol, pH=7.4 con el agregado de

molibdato de sodio 20mM(TEMGMo).Luego de centrifugar a 105000

xg durante 1h, el citosol resultante se incubó junto con (3H)C0RT

40nMdurante 3h a 0°C. En estas condiciones de incubación se

impide, en gran medida, el intercambio de los receptores ocupados

con la hormona fría inyectada, con el ligando tritiado agregado

al medio de incubación, determinando asi los receptores que están

libres. Además, se efectuaron incubaciones paralelas agregando

dexametasona (DEX)fria 1000x , con el objeto de medir la unión

inespecífica. La hormona libre se separó del ligando unido por

medio de filtración molecular en minicolumnas de Sephadex LH-20

[32,36,62]. Se utilizaron 0.3g de Sephadex por columna,

equilibrados con 3 ml de buffer como minimo 3h antes de su

utilización. Se llenaron las columnasy se enfriaron 1h antes de
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proceder a la filtracion, la que consistió en sembrar una

alícuota de 150 ul del citosol y luego 150 ul de buffer. Se

esperó comominimo 15 min. y se eluyeron las macromoléculas del

complejo hormona-receptor con 600 ul de buffer, recogiéndose el

eluído en viales de vidrio.

La radioactividad se determinó agregando liquido

centellante y contando en un contador de centelleo. Se expresó el

resultado en fmol/mgproteina o comoporcentaje de los receptores

totales medidos en los animales ADX inyectados únicamente con

propilenglicol (vehiculo). Las proteínas se determinaron por el

método de Lowry et. al. [138].

El hígado, la médula espinal y el hipocampo fueron

extraídos y homogenizados (teflón-vidrio) en buffer TEMG

conteniendo SOmMKCl, con el objeto de mantener una fuerza iónica

similar al buffer TEMGMo.Una vez obtenido el citosol de los

tejidos nerviosos se los calentó a 100°C por 15min. para

inactivar los receptores y otros componentes termolabiles,

sabiendo que los inhibidores de 1a transformación descriptos en

varios tejidos demostraron ser termoestables a 100°C

[91,127,139]. Luego de remover el precipitado proteico por

centrífugación a 3000 rpm, 250 ul del sobrenadante, que contenía
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de 4 a 6 mg prot./m1, fueron agregados a 250 ul de citosol de

hígado. Los controles consistían en 250 ul de citosol hepático

diluido con un volumensimilar de buffer con agregado adicional

de BSA (6 mg/ml) para mantener la concentración proteica

aproximadamente constante. La incubación se realizó a 0°C durante

3h con el agregado de (3H)DEX 20nM i lOOOx DEXfrio; luego de

este paso se procedió a medir la unión a ADN-celulosa.WWW;
QELQLQSA

Los citosoles de médula espinal e hipocampo se

prepararon en buffer TEMGcon KCl SOmM,se incubaron alícuotas de

ambos tejidos con (3H)DEX ZOnM (i1000x DEX fria en exceso)

durante 3h a 0°C. Hasta ese momento los receptores de

glucocorticoides no estaban transformados, y recibieron 50 ul de

buffer conteniendo 3 mg/ml de ARNsaA o, en el caso de los tubos

controles, BSA. La mezcla asi formada se calentó a 20°C durante

30 min. con el fin de producir la transformación del complejo

hormona-receptor [140,141]. Luego, se procedió a determinar la

unión a ADN-celulosa.

ENSAXQ_QQN_ABN

Se utilizó un ARN heterólogo (Sigma). El ensayo

efectuado fue esencialmente similar al descripto más arriba,
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puesto que se utilizó ARNsa ademas del poliribonucleótido. Los

citosoles de higado e hipocampo se prepararon en buffer TEMGcon

KCl SOmM, se incubaron alicuotas de ambos tejidos con (3H)DEX

ZOnM(iIOOOx DEXfría en exceso) durante 3h a 0°C. Hasta ese

momento los receptores de glucocorticoides no estaban

transformados, y recibieron 50 ul de buffer conteniendo 3 mg/ml

de ARNsaA, ARN(lmg/tubo)+ARNsa y, en el caso de los tubos

controles, BSA. La mezcla asi formada se calentó a 20°C durante

30 min. Luego de este proceso de transformación se procedió a

medir la unión a ADN-celulosa.WWW
Luego del periodo de incubación, Los tubos se sometieron

a un calentamiento a 20°C durante 30 min, con el objeto de

transformar a los receptores [180]. Finalmente, una alícuota de

150 ul se filtró en minicolumnas de Sephadex LH-20para obtener

la unión total, mientras que otra alícuota de 200 ul, cuya

hormona libre se extrajo por medio de carbón-dextrán 2%—0.2%,se

sembró en columnas de ADN-celulosa y la fracción unida se eluyó

con NaCl 0.3M [124,140]. Los resultados fueron expresados en

fmol/mg prot., y como porcentaje del unido total que quedó

retenido por las columnas de ADN-celulosa luego de la

transformación inducida por calor.
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A pesar de que la eficacia de separación de la hormona

libre por parte de las minicolumnas de Sephadex LH-20 y el

carbón-dextrán es distinta, se utilizó este último para evitar
una excesiva dilución de la mezcla de incubación, previo a la

siembra en las columnas de ADN-celulosa, cosa que ocurriría de

usarse el primero.
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RESULTADOS

mamar MJLLKQ
Sesenta minutos después de inyectar (3H)C0RT i.v. a

ratas ADX, se determinó la radioactividad, tanto en el

homogenizado como en la fracción nuclear purificada de MEe HC

(tabla II.A). Se encontró que la marcación predominaba en el HC,

en coincidencia con los niveles de sitios receptores encontrados

en ambostejidos [124]. Noobstante la radioactividad encontrada

en homogenizadoy núcleos de las zonas estudiadas, la relación

núcleo/homogenizado del HCera más alta que la de ME(8.4i0.7% en

HC, 1.5i0.15% en ME), siendo en esta última 5 veces menor (p<

0,02).WM
Mientras varios factores podrian ser la causa de esta

diferencia, se especuló con que la baja incorporación nuclear de

la hormona tritiada en la MEpodria deberse a una menor afinidad

de los receptores citosólicos para captar al glucocorticoide del
torrente sanguíneo in Vivo. En consecuencia se procedió a

determinar el Kd in vivo (Id 50) para la CORT,en ambos tejidos.

Para ello se construyeron curvas dosis-respuesta obtenidas
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inyectando CORTs.c. en distintas dosis a ratas ADX,y midiendo

la cantidad de receptores libres resultantes de la incubación con

(3H)CORT in Vitro bajo condiciones de no intercambio de la

hormonafria inyectada, a los receptores previamente ocupados por

la hormonatritiada [27,32]. Comose muestra en la fig II.3, las

curvas de (3H)CORTunida a receptores libres decaen en forma

paralela para ambos tejidos, y 1a dosis correspondiente a la

mitad de la máxima ocupación, tomada como medida de 1a afinidad

in vivo (Id 50), están dentro del mismo rango: 0.8i0.22 mg

CORT/kgpara HCy 0.53i0.035 para la ME(t: 1.27, p:NS).WM
Un segundo factor en Juego, que produzca los resultados

observados en la tabla II.A, sería la presencia de inhibidores

endógenos de la transformación/translocación en la ME, que

impedirian la llegada al núcleo de los receptores cargados con la

hormona. En los experimentos efectuados para determinar esta

posibilidad, los receptores citosólicos de higado se incubaron

con (3H)DEX en presencia o no de extractos hervidos, a fin de

desnaturalizar las proteínas, provenientes de la médulaespinal o

hipocampo. El hecho de calentar a ebullición los citosoles de

ambostejidos nerviosos resultó en una completa destrucción de

los receptores de glucocorticoides, quedandocualquier inhibidor
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Iahln_ll¿A. Captacion nuclear de (3H)CORT"in vivo" en la MEe HC
de ratas ADX.

CAPTACION (fmol/mg ADN)

Médula Espinal Hipocampo

Rata Homogen. Núcleo 76a Homogen. Núcleo %a

1 850.0 12.3 4 0 2431.4 239.2 9.8
2 667.3 8.7 1.3 2824.6 208.3 7.4
3 1063.1 18.9 1.8 4062.1 333.8 8.2

xm: 860.1: 13.31 1.5i 3106.0: 260.41 8.4i
E.S. 114.0* 2.9** O 2** 491.0 37.0 0.7

Se inyectaron 50 uCi/lOOg de (3H)CORTi.v. a ratas ADX, las que
se sacrificaron 1 h más tarde. Los núcleos de los tejidos
mencionados se purificaron según McEwen y Zigmond [135], y se
midió la radicactividad del homogenizadocrudo y del extracto
etanólico de los núcleos purificados.
(*) p< 0.05; (**) p< 0.02, vs. valores correspondientes del HC
(test de "t" apareado)
(a) Núcleo/Homogenizado*100
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FIGURAII.3: Curvas dosis-respuesta de los receptores citosólicos
de ME e HC obtenidas mediante inyecciones s.c. de CORT no
radioactiva. Ratas macho ADX fueron inyectadas con vehiculo o
bien con 0.05; 0.5; 1.0; 5.0 y 10.0 mg/kg de CORTdisuelta en
propilenglicol. Luegode 1 h se sacrificó a los animales y los
citosoles preparados con los tejidos nerviosos mencionadosfueron
incubados con (3H)CORT 40 nM por 3 hs a 0°C. Bajo estas
condiciones sólo se determinan los receptores libres. Los datos
se expresan como el porcentaje de (3H)CORTunido respecto de la
unión en ratas controles y cada punto representa la media i E.S.
de tres experimentos. Los resultados obtenidos con la dosis
máxima(10 mg/kg) se los consideró comoinespecificos, restándose
de los demásvalores. La dosis correspondiente a la mitad de la
ocupación máxima se la calculó mediante un programa de
computadora, asi comola curva teórica graficada. Asi, los
valores obtenidos son: 0.81 0.22 mg/kg para HC y 0.531 0.035
mg/kgpara ME,valores no significativamente diferentes.
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termoestable presente en los tejidos. Después de la incubación,

los receptores hepáticos fueron sometidos a condiciones que

inducen la transformación de los mismos, mediante el

calentamiento a 20°C durante 30 min., para luego medir el

porcentaje de receptores transformados, mediante la unión a

columnas de ADN-celulosay posterior elución de la fracción unida

al ADNcon NaCl SOOmM.Mediante este procedimiento, se encontró

que la aplicación de ambos extractos calentados produjeron una

ligera inhibición de la unión de los receptores hepáticos al ADN

de las columnas (fig II.4 p< 0.05), pero ninguno de los dos

tejidos nerviosos contenían cantidades predominantes de dichos

inhibidores termoestables, respecto del otro.WWW
Frente a publicaciones que sugerian la presencia de

pequeños fragmentos de ARN asociados al receptor de

glucocorticoides [69,70,128,129], otro factor a ensayar, para

intentar explicar las diferencias encontradas en la captación
nuclear de (3H)C0RT,fue la sensibilidad de los receptores de HC

y MEa la acción enzimática de la ARNsa A. Citosoles de ambos

tejidos fueron incubados primeramente con (3H)DEX y luego

transformados por calor agregando o no ARNsaA (50 ul de una sl

3mg/ml). Comoantes, la unión de los receptores a ADN-celulosa se

consideró una
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FIGURAII.4: Efecto de los extractos de MEe HCcalentados a
100°C, sobre la unión de los receptores de higado a ADN-celulosa.
Los citosoles de ambostejidos nerviosos se calentaron a 100°C
durante 15 min. y luego se centrifugaron. Los sobrenadantes se
agregaron a sendos tubos con citosol de hígado mientras que los
controles sólo recibieron BSAen buffer. Luego de la incubación
durante 3 hs a 0°C con (3H)DEX(i 1000* DEXno radioactivo), los
complejos formados se sometieron a condiciones que favorecen la
transformación de los mismos (20°C-30 min.). Se filtraron sendas
alicuotas por columnas de Sephadex LH-20para determinar la unión
total, y por columnas de ADN-celulosa. La radioactividad eluída
de estas últimas con NaCl 300mMse consideró proveniente de los
receptores transformados, y se expresó comoporcentaje de la
unión total.

(*) p< 0.05 vs buffer-ESA
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medida de la transformación de los mismos. La fig II.5 muestra

cómo la unión total de (3H)DEXa receptores citosólicos, medida

mediante columnas de Sephadex LH-20, se incrementó luego de la

incubación con ARNsaen el caso del HCmientras que en la ME no

hubo tal cambio. La cantidad de receptores unidos a ADN-celulosa,

comparable en ambos tejidos en las incubaciones control, fue

estimulada por acción de la ARNsasolamente en el caso del HC.

Asi, mientras el 45% del total de receptores de ME mostró

afinidad por ADN-celulosa, con o sin la-presencia de ARNsaen la

mezcla de incubación, el mismotratamiento en el caso de los

receptores de HCresultó en un aumentode la afinidad relativa a

ADN-celulosa del 30 al 43% (p<0.01).

El paso siguiente fue estudiar 1a acción de diferentes
concentraciones de la enzima ARNsaA en la mezcla de incubación.

La tabla II.B muestra que las diferentes concentraciones

empleadas ( 1.5, 3.0 y 6.0 mg/ml) incrementan el grado de

asociación de los complejos hormona-receptor a ADN-celulosa en el

caso del HCmientras que la MEpermanece insensible a la enzima

en todo el rango estudiado.
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FIGURAII.5: Efecto de la enzima ARNsaA sobre las propiedades de
unión de los receptores para GC en MEe HC. A: Se incubó el
citosol con (3H)DEX(i 1000* DEXno radioactivo) 20 nMpor 3 hs a
0°C, y los receptores se transformaron por calentamiento (20°C­
30min.) en presencia o ausencia de 150 ug de ARNsaA. Luego se
filtraron sendas alícuotas por columnas de Sephadex LH-20, para
determinación de la unión total, y por columnas de ADN-celulosa,
para determinar el grado de transformación. B: Porcentaje de la
unión total que fue eluida de columnas de ADN-celulosa con NaCl
300mM. (1) Controles, (2) ARNsaA.

(*) p< 0.05; (**) p< 0.01, vs control (muestras sin ARNsa), por
test de "t" apareado.



Iahla_lliB: Efecto de la enzima ARNsaA sobre la unión de (3H)DEX
a los receptores citosólicos, y del complejo hormona-receptor a
ADN-celulosa, en la MEy el HC.

Unión de (3H)DEX (mol/mg ADN)

ADN-Celulosa Sephadex LH-20

ARNsa ME HC ME HC
(ms/ml)

II I II I II I II

0 13 O 13 3 21.0 13.9 23.0 20 7 46 0 45 7
1 5 13.0 12 9 30.0 27.2 24.0 20.5 60.0 63.0
3 O 14 5 10 9 31.0 23.9 25.0 17 3 64.0 52 5
6 O 15 O 12 2 33.0 29.9 27 O 20 1 69 O 64 1

Las condiciones experimentales para determinar unión de (3H)DEX
receptores citosólicos y unión del complejo H-R a ADN-cel.
fueron similares a las descriptas en la fig. II.5, excepto las
concentraciones de ARNsausadas. Los números I y II se refieren
dos experimentos separados.

03(0'0
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WWW
Se realizó un ensayo con el fin de confirmar la acción

descripta de la enzima ARNsa,utilizando ARNde timo de ternera.

Esta experiencia piloto tuvo como fin inhibir, en el HC, la

estimulación de la afinidad a ADN-celulosa, obtenida con la

ribonucleasa. Se utilizó comotejido control al higado, ya que

posee receptores para glucocorticoides profusamente descriptos en

la literatura [56]. Los citosoles de ambostejidos se incubaron

primero con (3H)DEX 20 nMdurante los tiempos establecidos (ver

mat. y mét.), luego de lo cual se agregó ARNsa A, ARNsa A+ARN y

BSA y se procedió a la transformación del receptor por

calentamiento. En estas condiciones, luego de medir la unión a

ADN-celulosa los resultados indicaron que la acción de la enzima

fue bloqueada por el agregado de ARNen ambos tejidos (fig II.6).

En el caso del hipocampo la unión basal resultó ser del 12%, con

el agregado de ARNsaA se elevo a 33%12.5%y finalmente el

bloqueo con ARNresultó en un leve descenso de la unión a ADNpor

cuanto el porcentaje fue del 25%13%.En el caso del higado el

comportamiento fue similar (controles: 41.9:0.3%, ARNsa= 4Bi2.6%

y ARNsa+ARN=4313.3%).
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FIGURAII.6: Efecto del agregado de ARNde timo de ternera en la
acción de la enzima ARNsaA sobre la unión del complejo H-R a
ADN-celulosa. Las condiciones experimentales para determinar
unión de (3H)DEXa receptores citosólicos y unión del complejo a
ADN-cel., fueron similares a las descriptas en la fig. II.5. La
única diferencia estriba en que el grupo ARNsaA+ARNtiene además
de la enzima, ARN.Los resultados se expresan como porcentaje de
unión a ADN-cel. respecto de la unión total, y éstos representan
la media i E.S. de 2 experimentos.
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Estos resultados muestran que el efecto de la ARNsa A es

probablemente enzimático, contrariamente a lo descripto por

Rossini [132] que sugiere la posibilidad de efectos no

enzimáticos de estadproteína sobre la regulación del receptor de

glucocorticoides.
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DISCUSION

Los estudios presentados fueron llevados a cabo para

comparar algunas propiedades de los receptores de la MEy el HC,

luego de observar que núcleos purificados de MEno concentraban

radioactividad en el grado en que lo hacían los núcleos del HC

cuando se inyectaban ratas ADXcon (3H)CORT.

El objetivo del estudio fue la investigación de los

posibles mecanismosresponsables de la baja captación nuclear de
la ME. Primero se consideró la existencia de diferentes

afinidades para captar la hormonamarcada de la sangre por los

tejidos estudiados, explicando así los resultados de la tabla

II.A. No obstante, se encontró que dichas afinidades in vivo,

expresadas comola dosis inyectada que produce la ocupación de la

mitad de la población de sitios receptores tisulares, eran

comparables en ambos tejidos (Km: 0.8 mgCORT/kg para HC y 0.5

para ME). Los resultados muestran que la afinidad por la CORT

administrada in vivo fue comparable en ambostejidos nerviosos,

coincidiendo con hallazgos previos in vitro, en los cuales la

afinidad por receptores totales para (3H)DEXfue también similar

[124].
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En segundo lugar, se especuló con que la captación de

CORTdentro del núcleo podria ser modulada por factores

citoplasmáticos, los cuales inhibirían la transformación y/o
translocación del receptor. Varios laboratorios han informado la

presencia, en tejidos corticosensibles, de inhibidores de la
transformación, que también previenen la degradación del receptor

[91,127]. Dahmeret. al. [142] encontró un inhibidor de la

translocación, que afecta la unión del complejo hormona-receptor
al núcleo o a ADN-celulosa. Este último es termolábil en

contraste con el inhibidor de la transformación [127]. Los

experimentos realizados demostraron que las dos zonas estudiadas

del SNC contenían un factor que resistia el calentamiento y

reducía la unión del complejo HRa ADNcuando los citosoles de la

ME y el HCfueron desnaturalizados por calentamiento y luego

testeados en un sistema heterólogo, compuesto por receptores

citosólicos del higado incubados con (3H)DEX.No obstante, dicho

inhibidor no estaba concentrado preferentemente en ME, y la

posibilidad de que éste contribuyera a la baja captación nuclear
in vivo fue descartada.

Ademásde los inhibidores mencionados, las moléculas de

ARNpodrían modular también los movimientos del complejo HR

dentro de la célula [67,71]. Varios trabajos sugieren que el ARN

estaria asociado con la forma citoplasmática de los receptores en
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hígado, glándula mamaria y células MCF-7[70,131,143,144], y el

macrocomplejo asi formado se comportaria como una

ribonucleoproteina [129]. Además, la adición de ribonucleasas del

tipo A o T producen un aumento en la unión del complejo HR a ADN­

celulosa, sugiriendo que estas enzimas estarian involucradas en

algún paso de la transformación del receptor in vitro

[128,132,143,144]. Por otro lado, el ARNpuro inhibe la unión del

complejo HRa ADN-celulosa [130,143,144], y este efecto no seria
debido a la competenciaque pudiera ejercer el poliribonucleótido

por el mismositio de unión a ADNen el receptor, ya que habrian

sitios de unión, en la proteina receptora, separados para ADNy

ARN[87,145,146]. Algunos autores sugieren la posibilidad de que

la ribonucleasa A module la afinidad a ADNdel complejo HR

mediante efectos no enzimáticos [132], pero la existencia de

publicaciones que informan de la inhibición de la unión a ADN­

celulosa observada al agregar ARN, descartarian acciones

colaterales de la ARNsaA en su acción sobre el complejo hormona­

receptor [131,143,146,147].

Consecuentemente con estos informes, investigamos la

sensibilidad de los receptores para glucocorticoides en MEy el

HC, a la enzima ARNsaA. Los resultados muestran que la enzima

estimula la capacidad de unión del receptor a (3H)DEXy además la

unión de dicho complejo a ADN-celulosa, pero ésto sucede
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únicamente con el hipocampo. El estudio muestra que la enzima

ensayada estimula en mayor medida la unión a ADN-celulosa

respecto de la unión del receptor a la hormona tritiada,
demostrando la estimulación neta de la afinidad del complejo HR

al polianión acoplado a celulosa (61%contra 24%). Este aumento

registrado en la unión a ADN-celulosa, se deberia a la acción

enzimática de la ARNsaA, degradando ARNacoplado al complejo HR,

puesto que los ensayos con agregado de ARNpuro en conjunto con

la enzima, inhibe por lo menos parcialmente a ésta en su acción

estimulante sobre la unión a ADN-celulosa. Los resultados

descartarian acciones no enzimáticas de la ARNsaA tal como

sugiere Rossini [132].

Los resultados alcanzados no dan una explicación para la

falta de efecto del tratamiento enzimático con ARNsaA en la ME,

no obstante se puede suponer que:

A) Los receptores para glucocorticoides en este tejido

no poseen ARNasociado.

B) Podria existir una gran actividad de enzimas ARNsa

endógenas que actuarían en un corto lapso de tiempo,

previo a la incubación con ARNsaexógena.
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C) La disociación enzimática del ARN asociado al

receptor estaría prevenida por un factor endógeno
desconocido.

En este contexto, Anderson y Tymoczko[145], detectaron un factor

termoestable en higado de rata que funciona comoun estabilizante

de la asociación entre el ARNy el receptor de glucocorticoides.

Si este mecanismose aplica a la ME, se podría sugerir que una

fuerte asociación del ARNal receptor retendría a éste en el

citoplasma, imponiendoun impedimentopara la translocación al

núcleo. Sin embargo, después de cromatografías en columnas de

DEAEy ADN-celulosa, se pudo observar que el receptor de ME es

suceptible a la transformación inducida por calor [124].

El fenómeno descripto para la MEpuede ser otro ejemplo

de las observaciones realizadas en otros tejidos neuronales.

McEwenet. al. [123] describió que la deplesión de receptores

estrogénicos citosólicos en el hipotálamo, área preóptica y

amígdala, de receptores progestinicos en pituitaria y
neurohipófisis, y receptores de glucocorticoides de hipocampofue

incompleta luego de administrar agonistas. Sheridan [148] propuso

que sitios de unión neurales androgénicos, que pueden unir

testosterona y dihidrotestosterona con la mismaafinidad, no se

acumulan en el núcleo. También se ha descripto una baja captación
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nuclear de (3H)CORTen el nervio óptico [126]. Se podria sugerir

que una gran asociación entre el ARN y el receptor llevarían a

una translocación incompleta. Es posible que este mecanismo esté

involucrado, en alguna medida, con la existencia de receptores

crípticos en el hipocampo [122].

Otra explicación para los resultados de la tabla II.A

podría partir de los resultados publicados por Reul y De Kloet

[7], quienes propusieron que la CORTse une en cerebro a los
receptores de glucocorticoides y también a los receptores de

mineralocorticoides. Estos últimos se encuentran preferentemente

en el hipocampo y muestran una afinidad de 6 a 10 veces más alta

por la CORTque los mismos receptores de glucocorticoides. Esto

podria implicar que inyecciones trazadoras de (3H)CORTllevarían

a ocupar preferentemente los sitios de unión para

mineralocorticoides. La posibilidad de que la proporción relativa

de estos sitios de unión sea diferente en la MErespecto del HC

es objeto de análisis en el próximocapitulo.
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Heterogeneidad y Transformación
de los Receptores de GC

en la ME y el HC

CAPITULO III



INTRODUCCION

En el capitulo anterior hemosrealizado comparaciones

entre los sitios receptores de MEe HCtomando a los mismos como

una población homogénea[cap 11,36]. Las diferencias encontradas

en la captaCiÓn Huelear de (3H)CORTinyectado i.v. in Vivo no se

debian a la ocupacióndiferencial de los receptores totales in

vivo ni a la presencia de inhibidores de transformación o

translocación. Unaposible explicación a esta captación nuclear

diferenciada sería la expresión de diferentes poblaciones de

sitios receptores por parte de la MEy el HC.

Los sitios de unión del SNCson, a la luz de distintas

publicaciones, heterogéneos [2,7,8,149,150]. Existen por lo menos

dos sitios de unión para esteroides adrenales [98,151]. Estos dos

sitios son homólogoscon aquéllos identificados por Funder y col.

en riñón, y se los denomina de igual forma [99], sitios de unión

tipo I y tipo II. Los receptores tipo I tienen mayor afinidad por

CORTque los sitios tipo II, y se encuentran concentrados

primordialmente en el HC, así como en el riñón [99,151]. Los

sitios receptores tipo II se encuentran distribuidos en formamás

homogéneaen todo el SNCy se hallan presentes tanto en glia como

en neuronas [8].
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Por nuestra parte, el laboratorio encontró que podian

coexistir 2 o 3 sitios receptores en el HC[61]. En este capítulo

analizamos las diferentes poblaciones de receptores en HCy ME,

en cuanto a su composición en sitios tipo I y tipo II, con el fin

de hallar una explicación a la menor captación nuclear de

(3H)CORT por parte de esta última zona del SNC, tal como se

mencionó en el anterior capitulo. Con este fin utilizamos

(3H)DEX, (3H)CORTy (3H)ALD0, en conjunción con competidores

especificos no radioactivos para poder discriminar las distintas
subpoblaciones de receptores [7,59,149]. Ademas, analizamos la

capacidad de transformación de los diferentes tipos de receptores

y su sensibilidad a la enzima ARNsa,para profundizar más el

estudio de este efecto, ya descrito en el capitulo anterior.
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MATERIALES Y METODOS

AfllMALES_DE_EXREBIMENIAQIQH

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr

de peso. Las mismas se adrenalectomizaron (ADX)por aproximación

dorsal, en formabilateral, 2 a 3 dias antes del sacrificio y se

mantuvieron durante ese lapso de tiempo en grupos de a 10

animales en Jaulas apropiadas donde disponían de alimento

balanceado y NaCl 9%ad libitum.

Los animales fueron sacrificados por decapitación para

luego extraerles el hipocampo (HC) y la médula espinal (ME), para

ser utilizados en los distintos experimentos.

MARQAQlQN_DE_SIIIQS_BEQEBIQBES_EN_SNQ

El HC y la ME se homogenizaron en 2-3 volúmenes de

buffer TEMGMoy luego se centrifugó durante 1h a 105000g. Se

tomaron alicuotas de 0.2 ml del citosol obtenido y se agregaron a

tubos que contenían concentraciones constantes saturantes

(ensayos de punto único) de los ligandos: (6,7-3H)DEX (45.8

Ci/mmol); (1,2,6,7—3H)CORT (85.8 Ci/mmol) o (1,2,6,7-3H)ALD0 (80

Ci/mmol) con o sin la presencia de competidores no radioactivos
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sintéticos [90]. Estos últimos, en conjunción con los ligandos

marcadospermiten caracterizar las diferentes poblaciones de

receptores presentes en las zonas estudiadas (Fig III.1). Las

características más importantes de estas moléculas sintéticas

son: a)no se unen a transcortina; b)son más resistentes a la

metabolización y c)son mas especificos que los esteroides

naturales y DEX. Para los receptores de glucocorticoides se ha

desarrollado el RU-28362, que interactúa exclusivamente con los

sitios tipo II, siendo más específico que otros compuestosusados

anteriormente como el TA o DEX(sintéticos) o CORTy cortisol

(naturales) los cuales se pueden unir en mayor o menor medida a

receptores tipo I. En cambio, para los receptores de

mineralocorticoides se ha desarrollado el compuesto RU-26752, el

cual se une exclusivamente a los sitios tipo I, siendo la

afinidad por los sitios tipo II despreciable [61,152,153]. Estos

compuestos quimicos fueron proporcionados por el Dr. Philibert de

Roussel-UCLAF, Francia.

Los tubos con la mezcla de incubación se mantuvieron a

0°C durante 20 h para alcanzar el equilibrio, luego de lo cual se

separó la hormonalibre de la unida al receptor mediante columnas

de Sephadex LH-ZO [137]. Los eluídos de las columnas se

recogieron en viales, y la radioactividad alli acumulada se

determinó en un contador de centelleo liquido.
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Las proteinas se determinaron de acuerdo a la técnica de Lowry

et. al. [138] y los resultados se expresaron en fmol del

(3H)esteroide unido/mg de prot. .

Los protocolos utilizados en la determinación de la

cantidad de sitios para cada subtipo de receptor implican la

coexistencia de dos poblaciones de macromoléculas semejantes,

llamadas tipo II o "sitio glucocorticoide clásico", y tipo I [2].

Este último fue considerado por De Kloet [154] comoposeedor de

dos expresiones fenotipicas diferentes llamadas: a)especie CORT­

preferencial (tipo Ia en la Fig III.2) y b) receptor
mineralocorticoide verdadero (tipo Ib en la Fig III.2); basándose

en evidencias fisiológicas y farmacológicas. Nosotros hemos

empleado (3H)DEX y (3H)CORTcon el fin de poder discriminar

diferentes poblaciones de receptores, como se ha hecho

previamente [61,149]. Con la utilización de (3H)DEX hemos

confeccionado el siguiente protocolo:

Tubo (A):(3H)DEXA solo.

Tubo (B):(A)+RU-28362 100 veces en exceso (RU-28362 100*).

Tubo (C):(B)+CORT 100 veces en exceso (CORT100*).

Tubo (D):(A)+DEXno radioactivo 1000 veces en exceso (DEX
1000*).
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(3H)DEX

ICI Ib II

{F 4>
CORT RU28362

A-(SH)DEX Ia+Ib+II+NS
B-(3H)DEX+RU Ia+Ib+NS
C-(3H)DEX+RU+CORT___________ Ib+NS
D-(3H)DEX+IOOOIDEX_________ __ NS

Eignna_lll¿2; Determinación de sitios de unión tipo I y tipo II
mediante el empleo de un bloqueante estereoespecífico de los
sitios II (RU-28362)y el desplazamiento del ligando unido a los
sitios tipo I utilizando CORT.Las incubaciones se realizaron con
(3H)DEX.La concentración de los subtipos de receptores se obtuvo
matemáticamente. La unión inespecífica se estima utilizando DEX
radioinerte en exceso (1000x).
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Hemosconsiderado que (A) menos (B) da como resultado la

unión a sitios tipo II, (B) menos(C) da la unión a sitios tipo

Ia, mientras que con (C) menos (D) obtenemos la unión a sitios

tipo Ib, asumiendoque los sitios tipo II y Ia son bloqueados

selectivamente por el RU-28362y CORTrespectivamente (fis III.2)

[61]. Operativamente hemos considerado a los sitios tipo I como

la suma de Ia + Ib.

Cuandose utilizó (3H)C0RT(fig III.2b), se consideró

que este ligando ,solo, se une a los sitios tipo I y tipo II

(tubo (A)), (3H)C0RT mas RU-28362 1000* se une a sitios tipo I

mas unión no específica (tubo (B)) ,finalmente en el tubo (C)

colocamos la hormonatritiada mas 1000 veces esta concentración

en RU-28362 además de RU-26752,que en conjunto bloquean ambos

tipos de receptores y miden únicamente la unión no específica. De

este modola unión a sitios II resulta de (A) menos (B), mientras

que la unión a sitios tipo I se determina de (B) menos (C).

(3H)C0RTno fue considerado adecuado para diferenciar los dos

fenotipos de los receptores subtipo I, ya que esta hormona posee

una afinidad comparable a ALDOpor los receptores marcados con

(3H)ALDO,comoha sido publicado anteriormente [2,61,155]. Sin

embargo existe una población de receptores que poseen alta

afinidad por CORTpero para los que ALDO es un agonista débil

[118,156].
-108­



(3H)CORTl N
I II

RU26752 RU28362
A)(3H)CORT I+II+NS

B)(3H)CORT+RU28362 ___________ I+NS
C)(B)+RU26752 NS

Eignnn_lll¿2h¿ Determinación de sitios de unión tipo I y tipo II
utilizando (3H)CORT, mediante el empleo de bloquesntes
estereoespecificos de los sitios II (RU-28362)y de los sitios I
(RU-26752). Las incubaciones se realizaron con (3H)CORT. La
concentración de los subtipos de receptores se obtuvo
matemáticamente. La unión inespecifica se estima de (C).
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Los ensayos de puntos únicos contenian a las hormonas

marcadas en una concentración única en todos los tubos: 20 nM de

(3H)DEX , 40 nM de (3H)CORT.WISIN
La MEy el HC fueron homogenizados en buffer TEMGMo

(Teflón-vidrio), y el homogenatoobtenido se lo centrifugó a

105000xg durante 1h a 0—4°C.El citosol asi obtenido se dividió

en alicuotas de 200 ul y se incubó con (3H)DEXen un rango de

concentraciones de 5 a 20 nMcon o sin la presencia de RU-28362.

La unión inespecifica se determinó por incubaciones paralelas con

DEXlOOOx utilizando solamente 4 puntos dentro del rango de

concentraciones de la hormonatritiada. Se construyó asi una

linea recta, caracteristica de la unión no específica, mediante
el método de los cuadrados minimos obteniendose un r2>0.99 en

todos los casos. Conla curva de calibración inespecífica asi

construida se calculó 1a unión especifica como la resta de la

unión inespecifica, obtenida de la recta, a la unión total, en

cada punto experimental.

La incubación se mantuvo durante 20h a 0°C, luego de lo

cual se separó la hormona libre de la unida mediante minicolumnas

de Sephadex-LHZO.Se recogieron los eluidos de las columnas, que

contenían la radioactividad de la hormonaunida, y se determinó
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su contenido radioactivo por oentelleo en medio líquido. Los

resultados se expresaron como fmol de (3H)DEX especificamente

unido por mg de proteína.

Los procedimientos para determinar las diferentes

subpoblaciones de sitios de unión involucra la incubación de

(3H)DEX(ilOOOx de hormona fria) en presencia o ausencia de RU­

28362. Sin este último, la hormona marcada se une a los dos

sitios de unión, pero con el competidor RU-28362 la (3H)DEX se

une solamente a los sitios receptores tipo I, quedandobloqueados

los sitios tipo II. En el caso de experimentos del tipo de

saturación se realizaron dos incubaciones paralelas para

determinar los parámetros de unión de los sitios receptores. En

una serie de tubo (serie E) se utilizó (3H)DEXque se incubó en

ausencia del competidor frío, bajo estas condiciones se pueden

observar ambossitios de unión. Los datos obtenidos se adustaron

para dos sitios de unión y se calcularon los parámetros según el

método de las pendientes limite de Rodbard y col. [157]. En la

otra serie paralela de tubos (serie G) se agrega el competidor no

radioactivo (RU-28362) en una concentración de 500 nMpor tubo.

Finalmente, a la serie de puntos inespecificos se le agregó

(3H)DEX + DEX lOOOx.

Los parámetros de unión de los sitios tipo I se

calcularon a partir de la serie de tubos G utilizando el método
1



gráfico lineal directo de Cressie y Keightley [158], ya que en

estos casos se asume la presencia de un solo sitio de unión. La

única fuente de datos para determinar la constante Kd2 y Bmax2es

la serie de tubos E, pero estamos en presencia, además, de los

receptores tipo I, por lo que se determinó el valor de Kd2 con

ayuda de la ecuación Ecl y los datos combinados de las series de

tubos E y G:

Kdz = Bmaxz * E — F Ecl
— *

(Kdi + F)
donde Kdl, Kd2, Bmaxl y Bmax2 corresponden a las constantes de

disociación y al númeromáximo de sitios receptores para los

sitios tipo I y II, F corresponde a la concentración de hormona

libre y Bt equivale a la hormona marcada unida en forma

especifica tal comose la calcula de la serie de tubos E. Para

calcular Kd2se utilizan los valores de Kdi y Bmaxlobtenidos de

los valores dados por la serie de tubos G y Bmax2se calcula

conociendo Bm&Xtotalde la serie E y Bmaxl. Se informa el valor

de Kdz promedio de los datos individuales obtenidos, en un dado

experimento, con cada punto experimental conformado por el par de

valores Bt,F de la serie E.

W
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El citosol de HC o MEse obtuvo en buffer TEMGcon el

agregado de KCl 30 mMen reemplazo del molibdato de sodio,

conocido inhibidor de la transformación del complejo hormona­

receptor. Se incubaron fracciones del citosol con (3H)DEX20 nM,

los sitios de unión tipo I fueron marcados después de bloquear

los subtipo II con RU-28362100, mientras que los receptores tipo

II fueron determinados luego del bloqueo selectivo de los subtipo

I con RU-26752 100. Luego de 3hs de incubación a 0°C, las

fracciones recibieron SOOugde ARNsaA (Sigma) o 50 ul de buffer

(controles); esta enzima ha demostrado que incrementa la afinidad

de los complejos hormona-receptor a polianiones y ADN-celulosa

[129,144]. Las mezclas fueron calentadas a 20°C durante 30 min.

para inducir la transformación del receptor, luego una alícuota

fue destinada para medir unión total procesándola a través de

Sephadex LH-20para separar la hormonalibre [137]. Otra alícuota

se trató con una mezcla de carbón-dextrán (DCC)con el mismo fin

de separar 1a hormonalibre de la unida, esta última se aplica a

minicolumnas conteniendo ADN-celulosa de acuerdo a la técnica de

Kovacs et. al. [83]. Las columnas se lavaron extensivamente con

buffer y los complejos hormona-receptor se eluyeron

posteriormente con buffer conteniendo NaCl SOOmM.Finalmente, se

calculó el porcentaje de complejo unido a ADN-celulosa respecto

de la unión total, para los subtipos de receptor I y II
separadamente.
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ANALIfiIiEfiIADISïIQQ

Se analizaron los datos obtenidos mediante al test de

"t" de Student, como se indican en las figuras y tablas. Los

parámetros de unión de los gráficos de Scatchard fueron

calculados mediante el método Lineal Directo de Cressie y

Keightley [158] en una computadora Hewlett-Packard HPBG,en el

caso de estar en presencia de un solo sitio de unión. Para

analizar los datos de los experimentos de saturación sin agregado

de competidores no radioactivos, lo que presupone que estamos en

presencia de más de un sitio de unión con diferentes afinidades,

se utilizó el métodode las pendientes límite de Rodbard y col.

[157].

.CÏLIBEZALDEMEIENQIA

El HC y la ME se homogenizaron en 2-3 volúmenes de

buffer TEMGMoy luego se centrifugó durante 1h a 1050003. Se

tomaron alicuotas de 0.2 m1del citosol obtenido y se agregaron a

tubos que contenían los competidores RU-28362 o RU-26752 en

concentraciones 0x, 0.5x, 1x, 10x y 100x (respecto de la

concentracion de ligando marcado usado en el ensayo). Los tubos

se preincubaron 20 min. previo al agregado de los ligandos

radioactivos (3H)C0RT o (3H)DEX en concentraciones fijas

saturantes de 40 nM y 20 nM, respectivamente. Se realizó la
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incubación durante 20 h a O°C, para luego separar la hormona

marcada libre de la unida por columnas de Sephadex LH-ZO. El

volumen Vo de las columnas, que contenían los receptores marcados

con el ligando tritiado, se recogieron en viales para luego ser

cuantificada la radioactividad correspondiente en un contador de

centelleo líquido. La unión no especifica se determinó por

duplicado en incubaciones paralelas utilizando una concentración

1000x del ligando frío correspondiente, respecto de la hormona

radioactiva utilizada en un ensayo dado. Los resultados se

expresaron como porcentaje de unión especifica respecto de la

unión obtenida en las incubaciones controles (sin competidor

agregado, Bo). Se graficó %de unión específica vs logaritmo de

la relación (RUxxxxx)/((3H)esteroide).

QBQMAIQGBAElA_EN_QQLUMHAS_DE_ADN;QELULQSA

La cromatografía se realizó en columnas de l cm de

diámetro por 25 cm de largo en la que se agregó un lecho de 3 gr

de ADN-celulosa (Sigma) previamente resuspendida y lavada con

Buffer TEMG+ BSA hasta eliminar las partículas más finas que

podrian tapar la columna (3 lavados con 20 ml del buffer). Una

vez formada la columna se lavó nuevamente con 70 ml del buffer

con un flujo controlado por una bombaperistáltica, equivalente a

400ul/min, quedando lista para el ensayo. Cabe mencionar que
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después de cada experiencia la columna se lavó con el buffer ya

mencionado hasta equilibrar el sistema ( aprox. 100 ml de

buffer), siendo la concentración de iones similar al buffer de

lavado (medido por conductividad).

Los citosoles de ME y HC, obtenidos como ya ha sido

mencionado, se incubaron durante 18 hs a 0 °C en presencia de

(3H)DEX20 nMy RU-26752 lOOx (se marcan únicamente los sitios

tipo II ), luego de lo cual se transforman los complejos hormona­

receptor por incubación a 20 nCdurante 30min. El total del

volumen de incubación (3ml) es sembrado en la columna, lo que

representa aproximadamente3x10e de cpm totales (equivalente a

aprox. 5x104 cpmde unión especifica a receptor), se conecta la

bomba para que penetre todo el volumen sembrado y se detiene la

misma durante 15min para que la mezcla reaccione con el ADN

acoplado a celulosa. Luego de dicho lapso se comienza con el

lavado correspondiente con buffer 60-70ml de TEMG+BSAmediante un

flujo de 200ul/min controlando la radioactividad del buffer (30

cpm) y del buffer del final del lavado que nunca supera los BO

cpm. Cuando se termina el proceso de lavado se comienza con el

gradiente lineal de elución, para lo cual se colocan en 2

reservorios cónicos 10-12 ml de buffer de lavado (recipiente 1 en

la figura III.3), y una cantidad equivalente de buffer de alta
fuerza iónica (TEMG+BSA+KCl300mM)[159] en el recipiente 2.
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Ambos recipientes no se conectan entre si hasta que se da

comienzo al ensayo, el recipiente 1 posee un agitador mecánico

para asegurar la mezcla del volumen de buffer del reservorio 2

que entra al recipiente 1. Para comenzar con la elución de los

complejos hormona receptor que se unieron al ADNde la columna,

se abre la llave A (fig III.3) que conecta ambosrecipientes, se

conecta el agitador en el recipiente 1 y se enciende la bomba

peristáltica a un flujo de 200u1/min. Se recogen 400ul/tubo en un

colector de fracciones programado a tal efecto. Es importante

mencionar que todas las operaciones se realizaron en un cuarto

refrigerado, cuya temperatura ambiente nunca supera los 4°C. Una

vez terminado el gradiente de elución se continúa lavando la

columna con buffer de alta fuerza iónica (300mMde KCl) hasta

equilibrar la misma, recogiendo siempre 400u1 por tubo a un flujo

de 200ul/min. Cuandose finaliza el ensayo se procede a lavar la

columna como se ha mencionado al comienzo. Mientra que con las

fracciones se reservan 200ml para medición de la radioactividad

por determinación en un contador de centelleo liquido y el resto

del volúmen de cada tubo (200ml) se utiliza para medir la

concentración de potasio por conductimetria.
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AgltodorI}
Reservorlo

l 4'de Butfers

A

Columna Bombo
de PerlsïolïlCc

ADN-celulosa

Al

\ Colector
B de Fracciones

Eigunn_lll¿3¿ Esquema del sistema utilizado para la realización
de las cromatografias en columnas de ADN-celulosa. Los
reservorios cónicos 1 y 2, en la parte superior, contienen los
buffers de baja y alta fuerza iónica, respectivamente. Se
conectan por medio de la llave A, y con un agitador en el
recipiente l se formael gradiente lineal necesario para eluir
los receptores, unidos a ADN,de la columna. El flujo está
controlado por una bombaperistáltica B, y las fracciones son
recogidas por un colector apropiado.
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WWE
La concentración de KCl en cada fracción se determinó

por medio de un conductimetro (Artronic) con una celda de

electrodos de Pt cuya constante resultó 1.1 cm-l. El rango de la

escala era de 0.05 us/cm a 200ms/cm, posibilitando la

determinación de un amplio rango de concentraciones. Se tomaban

alicuotas de 100 ul de cada 5 fracciones recogidas y se diluia a

20 ml con agua bidestilada, se procedía a la medición de la
conductividad sumergiendo 1a celda en dicho volúmen. En cada caso

se construia una curva de calibración con 6 puntos distribuidos

en todo el rango de concentraciones utilizados.(0mM a SOOmMde

KCl), en todos los casos la curva de calibración resultó ser

lineal dentro de la escala de concentraciones utilizada y el

coeficiente r2 siempre fue mayor que 0.999. La concentración de

K+se expresó comomiliequivalentes/litro (meq/l).
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RESULTADOS

WWWZ
Los primeros experimentos realizados fueron curvas de

desplazamiento incubando con (3H)DEX20.nM y compitiendo la unión

con concentraciones crecientes del glucocorticoide sintético

RU-28362.Los resultados se muestran en la figura III.4, donde se
hace evidente, tal como lo indican varias publicaciones

[2,7,98,100], la naturaleza heterogénea de los receptores de

glucocorticoides en las dos zonas ensayadas, ya que

concentraciones del competidor tan altas comolOOx (respecto de

la concentración de (3H)DEX) son inefectivas para desplazar

totalmente la unión de hormona tritiada tanto en el HC como,

menos evidente, en la ME. La radioactividad que permanece unida a

sitios receptores para las concentraciones máximasde competidor

utilizadas son 50%del total en HC y 10%del total en ME. Otro

dato importante que puede ser observado de este gráfico es,

ademásde la mencionadaheterogeneidad en los sitios receptores,

la diferente composiciónde sitios de unión resistentes al
competidor (sitios tipo I) y sensibles al mismo(sitios tipo II)

que se detecta en MEy en el HC. En la ME sólo el 10% de los

receptores totales no son desplazados de su unión con (3H)DEXpor
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0 l llllllll l llllllll l J_LlllLll l lllllll
0.1 1 lO 100 1000

[R U283C>21x

Eisnnn_llli5; Curvas de desplazamiento de la unión de (3H)DEXa
receptores, en citosol de ME e HC, utilizando distintas
concentraciones del compuesto RU-28362, el cual se une
especificamente a sitios tipo II. Se tomaron alicuotas de 200ml,
de los citosoles correspondientes, y se preincubaron con
distintas concentraciones del GCsintético RU-28362,durante 20
min. luego de lo cual se agregó (3H)DEXen concentración única de
20nM, a cada tubo y se incubó durante 20 h a 0°C. La
radioactividad inespecifica se determinó en incubaciones
paralelas con (3H)DEX+ lOOOxDEXradioinerte. Se representa el x
de unión respecto de controles (tubos sin competidor agregado,
Bo) vs logaritmo de la relación RU/(3H)DEX.
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el competidor RU-28362,los llamados receptores tipo I, mientras

que el 90% sí es sensible al ligando no radioactivo y se los

clasifica como receptores tipo II [149]. En cambio en el HC

encontramos concentraciones similares tanto de sitios tipo I como

de sitios tipo II [90], comolo demuestra la figura III.4, ya que

el 50%de los sitios receptores totales es sensible al competidor
RU-28362. Este último resultado es coherente con numerosas

publicaciones que mencionan al HC comoun tejido que mantiene

concentraciones altas de sitios tipo I, respecto de diferentes
zonas del SNC incluyendo la ME [2]. La concentración de

receptores totales (sin RU-28362), en fmol/mg de proteina,

medidos en esta serie de ensayos fue de 160 para el HCy de 56

para la ME(resultados de un único ensayo).

Cuando se cambia el ligando marcado por (3H)CORT(40nM),

y se compite con RU-28362,se obtienen resultados diferentes a

pesar de estar usando los mismos tejidos y en diluciones

similares a las usadas en los ensayos con (3H)DEX.En el HC sólo

el 15% de la unión especifica total es sensible a dicho

competidor, en la máximaconcentración ensayada, lo que significa

que el 15%de la unión de (3H)CORT 40 nMrepresenta los sitios

tipo II y el resto representa los sitios tipo I (fig. III.5). En
la MEel 39%de la hormona marcada unida fue sensible al RU-28362

lOOx(4 uM), mientras que el 61%de los sitios receptores totales
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- Curvas de desplazamiento de la unión de (3H)CORTa
receptores, en citosol de ME e HC, utilizando distintas
concentraciones del compuesto RU-28362, el cual se une
específicamente a sitios tipo II. Las condiciones experimentales
son similares a las descriptas en la fig III.4. Se representa el
%de unión respecto de controles (tubos sin competidor agregado,
Bo) vs logaritmo de la relación RU/(SH)CORT.
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resultaron resistentes a 1a máxima concentración de competidor

utilizada. Como se puede observar la hormona (3H)CORT tiene

afinidades diferentes a las vistas para (3H)DEXpor los sitios

tipo I y tipo II, tal comomencionala literatura [2,7], ya que,

de no ser así, no se Justificarian los patrones de competencia

diferentes observados cuando se utiliza (3H)CORTy (3H)DEX. La

concentración de receptores totales, cuando no se colocaba

competidor en la incubación, en esta serie de experimentos

resultó de 224 Fmol/mg prot. para el HCy 36 Fmol/mg prot. para

la ME(resultados de un único ensayo).W
Luego de los experimentos de competencia que señalan la

heterogeneidad de los sitios de unión en la ME(principalmente) y

en el HC ( aunque ya publicado por otros autores), además de que

sugieren que la composición de los receptores en los dos tejidos

estudiados son diferentes, decidimos realizar una serie de

experimentos de puntos únicos para confirmación de estos

hallazgos utilizando una concentración saturante de (3H)DEXo

(3H)CORT en presencia o ausencia de RU-28362 lOOx, que fue la

concentración máxima utilizada en los ensayos de competencia y

que consideramos adecuada para poder discriminar entre los

distintos sitios de unión presentes en HCy ME.
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La primera parte de estos ensayos se realizaron con

(3H)DEXy los resultados se muestran en la figura III.6. Estos

experimentos mostraron cantidades equivalentes de sitios tipo I y

tipo II en el HC, tal comose observó en los ensayos de

competencia, con una relación I/II de 1.2 . En la MEla situación

fue distinta, ya que mientras la concentración de sitios tipo II
era comparable a la encontrada en el HC, los sitios tipo I se

encontraban significativamente reducidos en comparación con_ los

niveles hallados en el HC(p<0.02), la relación I/II en la ME es

de 0.3 Estos resultados confirman que la concentración de

sitios tipo I y tipo II son diferentes en la ME y el HC (fig
III.6).

La segunda parte de los experimentos incluyeron el uso

de (3H)CORT,de esta manera comparamos resultados obtenidos con

glucocorticoides sintéticos y naturales. La fig III.7 muestra los
resultados obtenidos, donde se puede observar que los sitios tipo

I marcados con la hormonanatural se concentran preferentemente

en el HC (p<0.001), siendo este resultado similar al obtenido

con (3H)DEX.No obstante, la distribución de sitios en ambos

tejidos difiere de la observada con (3H)DEX,ya que la relación

I/II en el HC es de 6.0 y la misma relación en la MEes de 1.0

como se puede observar comparando la figura III.6 y III.7.

Tambiénse volvió a encontrar una baja concentración de sitios
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(3H)-DEX

A. I/II

“'é 50- -20
CL

CD

E 40' -1.5

É
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a 20- 7

É 1o * á á ’05o _

HC ME

' - Unión de (3H)DEXa receptores tipos I y II en MEe
HC. El citosol de los tejidos nerviosos se incubó con DEX
tritiada en una concentración fija de ZOnM(A), mas RU-28362(B),
mas RUZB362y CORT (C), o con 1000x de-DEX radioinerte (D). Se
consideró que la unión a subtipo II resulta de A menos B, tipo I
de B menos C, mientras que D representa la unión no especifica.
Los resultados se expresan como la media t E_S. de 4
experimentos.

x p< 0.02 vs. tipo Ia de HC

xx p< 0.001 vs. Ia/II en HC
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(3l-l)-CORT
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(3I-I)—CORTUnido(fmol/mgprot)

Unión de (3H)CORTa receptores en MEe HC. Los
citosoles correspondientes se incubaron con el ligando
radioactivo sólo (A), mas RU-28362 (B), mas RU-28362 y RU-26752
(C). Se consideró que la unión a sitios tipo II resulta de A
menos B, y los receptores tipo I de B menos C. Los resultados
representan la media i E.S. de 3-4 experimentos.

* p< 0.001 vs. tipo I de HC.

** p< 0.05 vs. I/II en HC.
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tipo I en la MErespecto del HCen lo que atañe a la relación

I/II en ambostejidos.WW
Luego de realizar los experimentos de punto único

decidimos hacer analisis de saturación de ambossitios de unión

para poder medir las afinidades de estos sitios receptores ademas

de su concentración, único dato posible de obtener con la

metodologia arriba mencionada, y describir asi más apropiadamente

a los diferentes sitios de unión. Para ello, utilizamos (3H)DEX
en concentraciones crecientes tal comose describió en Materiales

y Métodos. La figura III.8 muestra los resultados en el HC

(gráfico superior) y en la ME(gráfico inferior) con o sin el

agregado del competidor no radioactivo RU-28362, en la forma de

gráficos de Scatchard [160].

Los valores de Bmaxl y Bmax2calculados de estos ensayos

caen dentro del rango de valores obtenidos con los experimentos

de punto único. La concentración de sitios tipo II resultó

similar en las dos zonas estudiadas, mientras que los sitios tipo

I se concentraron preferencialmente en el HCcoincidentemente con

resultados obtenidos por ensayos de punto único y con

publicaciones anteriores [B,31,98]. Además, los valores de las

constantes de afinidad de ambossitios revela que la hormona
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(3H)-DEXUnido (final/mg prot)

- Gráficos de Scatchard de la unión de (3H)DEX en ME
(panel inferior) e HC (panel superior). Los citosoles obtenidos
de cada tejido se incubaron en buffer TEMGcon molibdato 20mM,
durante 20 h a 0°C en presencia de la hormona radioactiva en un
rango de concentraciones de 0.5 a 15 nM (i DEXradioinerte). Se
trabajó en ausencia (O) o en presencia (O) del GCsintético RU­
28362 agregado en una concentración fija de 500 nM/tubo. En
presencia del competidor se marcaron los sitios tipo I con
valores de Kdl de 5.0 nM en MEy 2.1 nM en HC, mientras que los
valores respectivos de Bmaxl fueron 6.0 fmol/mg prot. en ME y
65.0 fmol/mg prot. en HC. Los valores obtenidos de Kd2 calculados
utilizando Ecl fueron de 3.5 nM en MEy 0.7 nM en HC. Los Bmaxz
resultaron de 14 fmol/mg prot. en MEy 25.0 fmol/mg prot.en HC
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(3H)DEXtiene alta afinidad por ambos sitios de unión aunque Kdl

sea mayor que Kd2, bajo las condiciones experimentales

mencionadas, dato que es coherente con publicaciones anteriores

[9,100].WWW
ABHss

El siguiente paso fue estudiar la transformación de los

receptores, por la cual adquieren la habilidad de unirse a ADN­

celulosa, promovida por el calentamiento o calentamiento mas la

acción de la enzima ARNsa A [36,92,143,144]. La figura III.9

muestra los resultados al incubar el citosol de ME o HC con

(3H)DEXen ausencia (marcación de sitios totales) o presencia de

RU-28362 (marcación sitios tipo I) o presencia de RU-26752

(marcación de sitios tipo II). Paralelamente se ve la acción de

la enzima mencionada en cada subtipo de receptor, así se puede

observar en el panel izquierdo de la figura III.9 el porcentaje

de unión a ADN-celulosa de los receptores tipo I, la enzima ARNsa

tuvo acción en los receptores de ambos tejidos aumentando el

porcentaje de complejos hormona-receptor unidos a ADN-celulosa en

HC (p<0.02) y en ME(p<0.01). En cambio, para los sitios de unión

tipo II (panel central), la enzimasiguió siendo efectiva en los

receptores de HC (p<0.01), pero no lo fue en la ME.

-130­



CU

U)
C>pq

3 Receptores tipo I Receptores tipo n Receptores totales
Q)
o 30- 60- 30­

I x

CZ: .< I ' i
20- 1' ' 1.o- ' 20- /

cv á

C: ó
C>nd
C. 10- 20- 10- /

D /
Q)

"5' /
0 0 0

HC ME HC ME
’.'_.|"‘

o Zmi“

Eignng__LLLL&; Unión de los complejos H-R a ADN-celulosa en
ausencia (barras vacías) o en presencia (barras rayadas) de ARNsa
durante el proceso de transformación. El citosol se incubó con
(3H)DEXsólo, para marcar receptores totales (panel derecho), o
con RU-26752 para marcar únicamente sitios tipo II (panel
central), o con RU-28362para marcar sitios tipo I (panel
izquierdo). La enzima ARNsa incrementó el % de unión a ADN-cel.
para los sitios tipo I en HC (*** p< 0.02) y ME(** p< 0.01), los
Sitios tipo II de HC(** p< 0.01), y los receptores totales en HC
(* p< 0.05). La enzima no tuvo efecto en los receptores totales y
subtipo II de la ME. Los resultados representan la media i E.S.
de 3-4 experimentos por tipo de receptor.
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Cabe mencionar que el porcentaje de unión a ADNen la ME sin

agregado de la enzima, fué mas alto que el mismo en HC, siendo

esto coherente con resultados anteriores de nuestro laboratorio

[36]. Para receptores totales (panel derecho) el efecto

enzimático se demostró nuevamente en el HC (p< 0.05) pero estuvo

ausente en la ME,de acuerdo a resultados ya publicados [36]. El

hecho de que los receptores tipo I de la MEsean sensibles a la

ARNsapero cuando se observan los sitios receptores totales en ME
no se detecte sensibilidad a la enzima puede explicarse

recordando que la concentración de sitios tipo I en la MEes muy

baja y que la gran mayoria de los receptores sean del tipo II,

que son insensibles a dicha enzima (fig III.9, panel central).WEA
La diferencia existente entre los sitios tipo II de la

ME, insensible a la ARNsa, pero presentando en condiciones

basales mayor afinidad por ADN-celulosa, y los tipo II del HC,

que responden a la acción de esta enzima (fis III.9, panel

central), nos hizo pensar en los tipos de receptores de

linfocitos encontrados por Gehring et.a1. [159,164], tipo nativo

o salvaje (wt), con afinidad nuclear deficiente (nt-) y con

afinidad nuclear alta (nti). Decidimosrealizar cromatográfias
en columnas de ADN-celulosa, de los sitios tipo II, con el fin de
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intentar correlacionar los receptores tipo II de la MEy el HC

con los tipos de receptor descriptos por Gehring, o al menos

profundizar en las diferencias encontradas a partir de su
sensibilidad a la enzima ribonucleasa. Los experimentos

realizados se resumen en la figura III.1O donde observamos los

perfiles de elución de la columna con el aumento de la

concentración de KClen el buffer de elución. Al pico de elución

para los sitios tipo II del HCle correspondió una concentración
de K+ de 189 mM,mientras que para los-mismos sitios de la MEel

pico de elución correspondió a una concentración de 210 mM.

De este modo, estos resultados sugieren una

heterogeneidad en el proceso de transformación a nivel tisular.

Asi, la transformación fue estimulada por la enzima ARNsa para

los subtipos de receptor I, en ambas zonas ensayadas. Para los

subtipos de receptor II, la transformación basal en el HC fue

baja, pero la enzima estimuló la afinidad del complejo hormona

receptor por ADN, mientras que la MEmostró una transformación

basal alta, en cuanto a los receptores tipo II, pero también
insensibilidad a la ribonucleasa.
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Perfil de elución de los receptores tipo II
transformados, de ME, sembrados en una columna de ADN-celulosa.
El citosol fue incubado con (3H)DEXen presencia de RU-26752,
para marcar sitios tipo II, durante 18h a O°C, luego de lo cual
se transformó por calentamiento durante 30 min a 20 °C, el total
del volúmen incubado fue sembrado en la parte superior de la
columna de ADN-cel. (3ml) y luego la columna se lavó para
finalmente eluir los receptores con un gradiente lineal de KCl0­
300 mM.La línea gruesa representa el perfil de elución de los
receptores marcados, mientras que la linea fina representa la
concentración de KCl en mM.El pico de elución para los sitios
tipo II de MEcorrespondió a una concentración de K+ de 210 mM.
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Perfil de elución de los receptores tipo II
transformados, de HC, sembrados en una columna de ADN-celulosa.
Las condiciones experimentales son similares a las enunciadas en
la fig III.10. La línea gruesa representa el perfil de elución de
los receptores marcados, mientras que la linea fina representa la
concentración de KCl en mM.El pico de elución para los sitios
tipo II de HCcorrespondió a una concentración de K+ de 189 mM.
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DISCUSION

Los resultados de los experimentos realizados demuestran

una heterogeneidad pronunciada en la población de receptores en

citosol de HCy ME,para corticoides naturales y sintéticos. En

el caso de las curvas de competencia se puede observar sitios de

unión marcados que no son desplazables por las concentraciones

más altas del competidor (fig III.4 y III.5 punto 100x). Este

resultado se vé empleando (3H)DEX y. (3H)CORT como ligandos

marcados. En este último caso, a los sitios de unión no

desplazables por el competidor RU-28362, se los llamó sitios

CORT-preferenciales [7], y luego se los homologóa sitios tipo I

[151,161], o sea sitios que poseen gran afinidad por el

glucocorticoide natural de la rata, y también poseen alta

afinidad por ALDO[7,151,161]. Para el caso de usar DEXtritiado,

también encontramos sitios de unión no desplazables por RU-28362,

mostrando que el glucocorticoide sintético también posee afinidad

por los sitios tipo I [2,100,161]. Bajo este punto de vista es

evidente que con estos experimentos se muestra la heterogeneidad

de sitios de unión en la MEy el HC, y la diferente concentración

de cada sitio receptor en ambostejidos, hecho también observado

por otros grupos de trabajo en diferentes zonas del SNC

[2,7,100,151.161].
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en las concentraciones de los sitios

ya sea

Cuando se usa (3H)CORTo (3H)DEXse observan diferenci

de unión tipo I y tipo I

en el HCo la ME (fig III.6 y III.7). Este tipo

comportamientopodria deberse a dos causas diferentes:

A) La CORTposee afinidad comparable a DEXpor los

sitios II y muy alta afinidad por los sitios tipo I.
Esta posibilidad implicaría que cuando se utiliza CORT

tritiada para marcar ambos sitios de unión, 'la

concentración de sitios tipo II sea comparable a la

obtenida con DEX tritiada como marcador, pero la

concentración de sitios tipo I será más alta pues

(3H)CORTposee mayor afinidad que (3H)DEXpor estos

sitios y consecuentemente los estima con mayor
exactitud.

B) La hormona (3H)CORT posee alta afinidad por los

sitios tipo I (y como veremos en el capitulo 4,

(3H)DEXtambién posee alta afinidad por los sitios

tipo I), y muy baja afinidad por los sitios tipo II,
en comparación con (3H)DEX. Esta suposición también

explicaría las figuras III.6 y III.7, y como
consecuencia la hormona (3H)CORTsubestima la cantidad

de sitios tipo II que se encuentran en las zonas
estudiadas.

-137—

as

I,
de



Esta última posibilidad se ve confirmada por publicaciones

anteriores en las que se obtuvo baja afinidad de CORTpor

receptores tipo II,(trabaJos posteriores a 1988 y resultados
nuestros hablan también de alta afinidad de (3H)DEXpor los sitios

tipo I) [7,100,151,161].

Los ensayos de punto único permiten profundizar los

estudios respecto de las concentraciones relativas de los

diferentes sitios de unión tanto en ME como en HC. Empleando

(3H)DEXy los competidores selectivos se observaron resultados

coherentes con los ensayos de competencia, encontrándose dos sitios

de unión en concentraciones relativas similares a las ya deducidas

por los primeros experimentos. Una consecuencia importante de estos

experimentos es que la alta afinidad que posee la hormona (3H)DEX

por ambos sitios de unión la hace adecuada para revelar las

concentraciones de estos sitios receptores en distintas zonas del

SNC, ya que la CORTposee muybaja afinidad por los sitios II

subestimando su concentración cuando se la emplea para marcar ambos

receptores (fig III.6 y III.7) [151,161].

Los experimentos de saturación revelan que (3H)DEX posee

baja afinidad por los sitios tipo I y alta afinidad por los sitios
tipo II, ésto dentro de las condiciones del ensayo ya mencionadas (

en el capítulo siguiente veremosmás al detalle este tema), de
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acuerdo a publicaciones anteriores [8,100,151,161]. Este resultado,

en cuanto a las afinidades, se repite tanto en MEcomo en HC. En

cuanto a la concentración de los sitios de unión, este resultado es

consecuente con los ensayos de puntos únicos.

Resumiendo, los ensayos hasta aqui realizados demuestran

que existe heterogeneidad en los sitios de unión para

glucocorticoides tanto en MEcomoen HC, que la concentración de

estos sitios es diferente en las dos regiones bado estudio y que
(3H)CORTtiene poca afinidad por los sitios tipo II, siendo más

adecuado trabajar con (3H)DEXpara evaluar la concentración de los

sitios de unión en distintas regiones del SNC,con la ayuda de

competidores adecuados. Además se observó, como en publicaciones

previas, que los sitios tipo II están mas uniformemente

distribuidos en las zonas estudiadas, y en general en todo el SNC,

y que los sitios tipo I están preferentemente concentrados en el HC

[2,8,31].

En nuestra última serie de experimentos relacionados con

la transformación de los distintos sitios receptores, observamos

que los sitios tipo I de ambas zonas fueron sensibles a la enzima

ARNsa.Recordemosque la concentración absoluta de los sitios tipo

I en MEes muybaja, y que sorprendentemente los sitios tipo II de

MEse comportaron en forma diferente a la observada por los mismos
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sitios del HCcuando se los somete a 1a acción de la ribonucleasa,

sugiriendo una diferencia estructural entre ambossitios tipo II.
Previamente habíamos encontrado que (ver capitulo anterior): a) La

transformación basal de los sitios receptores marcados únicamente

con (3H)DEX era mayor en la MEque la encontrada en HC y b) la

sensibilidad a ribonucleasa A, una enzima que incrementa la

afinidad del complejo hormona-receptor por ADN-celulosa [143,144],

estaba presente en el HC pero no en la ME[36]. El aparente

comportamientorefractario de los receptores totales de MEa la

enzima se aclara con estos estudios que revelan la sensibilidad de

los sitios tipo I tanto de la MEcomo del HC a 1a acción

hidrolítica de la enzima. Debidoa la baja concentración de los

sitios tipo I en ME,el comportamientorefractario de los sitios

tipo II de MEenmascara la respuesta de los anteriores en dicha

zona del SNC. Los sitios tipo II de HC, como ya dijimos, fueron

sensibles a 1a ribonucleasa.

Esta diferencia de comportamientode los sitios tipo II de

ME fue explorada mas a fondo mediante las cromatografías en

columnas de ADN-celulosa. Los resultados, aunque provisorios,

sugieren que los sitios tipo II de MEnecesitan mayor fuerza iónica

para eluir de la columna. Este resultado es, tal vez,
correlacionable con la mayor afinidad basal de los sitios tipo II
de ME por ADN-celulosa, previamente mencionada. No obstante, la
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diferencia en las concentraciones iónicas a las que eluye el pico

de radioactividad, correspondiente a los sitios receptores tipo II
de MEy HC, es sugestiva, a la luz de las diferencias encontradas

en cuanto a la sensibilidad enzimática de estos sitios de unión, de

la posibilidad que existen diferencias entre los sitios tipo II de
MEy HC. Es interesante ver los resultados de Ghering y col. puesto

que encuentra en linfocitos diferentes especies mutantes de sitios

receptores que poseen distinta afinidad por ADN-celulosa [159] y

tentador correlacionar dichos resultados con éstos. Por ello,

tentativamente sugerimos que los receptores tipo II de ME son

similares a los llamados nt1 [159]. Esto no se puede afirmar por el

momentopero refuerza la hipótesis de heterogeneidad de función

entre los sitios tipo II de MEy HC.

Los mecanismos de acción de la ARNsahan sido debatidos.

Mientras algunos autores sostienen que los receptores de hormonas

esteroideas son ribonucleoproteínas [69,70,87,144,145,146],

implicando que la enzima actúa hidroliticamente digiriendo ARN

asociado al receptor, otros sostienen que la enzima actuaria

directamente sobre el receptor regulando sus propiedades [132,162].

Nosotros podemospensar en dos hipótesis de acción de la

enzima sobre los sitios receptores, que concuerdan con los

resultados alcanzados. Una explicación atribuida a diferencias
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entre los mismossitios receptores tipo II seria que los sitios de

MEno contendrian ARNasociado y los sitios de HCsi, ésto explica

la alta afinidad basal de los sitios tipo II de MErespecto del HC

[36,90]. Otra explicación seria con respecto a diferencias

tisulares entre MEy HC que causarian los resultados in vitro

observados. El HC tendria una baja actividad tisular de

ribonucleasas, con lo que al aislarlo en el citosol quedaria con

ARNasociado al receptor. La ME, a diferencia del HC, tendría una

alta actividad de ARNsa que depletaria completamente el ARN

asociado a su receptor, antes del aislamiento, siendo finalmente
insensible a la enzima.

Por últmo, los resultados alcanzadosza) heterogeneidad en

los sitios de unión de glucocorticoides; b) alta afinidad de los

sitios tipo I por (3H)CORTy c) diferencias entre los sitios de

unión tipo II de ME y HC, permiten explicar las diferencias

encontradas en la captación nuclear in vivo de (3H)CORTinyectada

en dosis trazadoras por via i.v., descripto en el capitulo anterior
[32,36]. Bajo las condiciones del ensayo in Vivo se inyectaron

dosis trazadoras de (3H)CORT,dada la alta afinidad de esta hormona

por sitios tipo I [7,151,161], es razonable suponer que la alta

concentración de estos sitios de unión en el HC permitió que

captara la hormonauniéndose al sitio I. Por otra parte, la

concentración de sitios tipo I en MEes muy baja y por lo tanto
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este tejido captó menoshormonay la translocación al núcleo fue

menora la esperada puesto que sólo los sitios tipo I translocaron,

ya que eran los únicos ocupados eficientemente en ambos tejidos. La

única opción a esta explicación es que no contempla la captación de

(3H)CORTmedida en el homogenato que concordaba con la esperada

dada la concentración de sitios de unión totales medidos. Esto

indica casi con seguridad que en la MEla hormona (3H)CORT estaba

unida también a sitios tipo II, que son los mayoritarios. La

explicación es, entonces, atribuible en forma indirecta a las

diferencias encontradas para los sitios de unión tipo II entre MEy

HC. Esto llevaría a pensar que los sitios tipo II de ME, ocupados

en forma parcial por (3H)CORT,no habrían translocado al núcleo.

En los mecanismosde transformación y translocación de los

receptores tipo II estaría la respuesta a estos interrogantes.
Finalmente, una comprensión de los fenómenos involucrados en la

captación tisular de (3H)CORTpuede encontrarse en los próximos

capitulos, que aportan otras posibilidades a los resultados aqui
presentados.
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Parámetros de Unión

de los Sitios Tipo II

en HC y ME

CAPITULO IV



INTRODUCCION

El SNCes un conocido tejido blanco para las hormonas

esteroideas [8]. En el caso de los esteroides adrenales, se han

identificado dos tipos de sitios receptores que, de acuerdo con

la terminología propuesta para los receptores de riñón, se los

llama sitios tipo I y sitios tipo II [2,7,98,99]. Los sitios tipo
I presentan mayor afinidad por esteroides naturales comola CORT

y se encuentran concentrados preferentemente en el sistema

límbico, más precisamente en el HC, con baja o moderada expresión

en otras regiones cerebrales, incluyendo la ME[2,7,98,165]. Los

receptores tipo II están más uniformementedistribuidos, entre

neuronas y glia, en todo el SNC y muestran preferencia por

glucocorticoides sintéticos comola DEX,según se concluye de

estudios in vivo [8,9,100]. Estos sitios receptores están

altamente concentrados en ME[Cap III].

Estudios in vitro revelan que el sitio receptor

preponderante en MEes el tipo II [Cap III,90]. Este sitio tipo

II muestra similitudes pero también sugestivas diferencias

respecto del mismositio en el HC. Estas diferencias aparecen

principalmente cuando se estudia la transformación del receptor

inducida por calor, y su regulación [Cap II,36,90]. Datos
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preliminares, además, sugieren que los receptores tipo II de ME

tienen menor afinidad por DEX que los mismos del HC [60] cuando

se utiliza el glucocorticoide puro RU-28362,comocompetidor, en

experiencias que pretendían resolver el sistema de dos tipos de

receptores en las zonas del SNCmencionadas.

En el presente capitulo se muestran estudios llevados a

cabo para comparar las afinidades del sitio tipo I y tipo II en

ambos tejidos, usando RU-28362y dos protocolos experimentales

diferentes, así comotambién un método no competitivo para

resolver los parámetros de ambossitios receptores con datos de

experimentos de saturación. Para seleccionar el protocolo

experimental que introduce menos error en la determinación de

dichos parámetros empleando al glucocorticoide sintético RU-28362

comocompetidor, se utilizaron simulaciones por computadora de

datos teóricos. Los resultados indican que los sitios tipo I de

HCy MEtienen mayor afinidad por (3H)DEXque los sitios tipo II,

contrariamente a resultados publicados de experiencias in Vivo

[2,8,9,lOO]. Además, los sitios receptores tipo II de MEmuestran

menor afinidad para DEXtritiada cuando se la compara con la de

los mismos receptores en HC.
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MATERIALES Y METODOSWWW
Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr

de peso. Las mismas se adrenalectomizaron (ADX)por aproximación

dorsal, en formabilateral, 2 a 3 dias antes del sacrificio y se

mantuvieron durante ese lapso en grupos de 10 animales en jaulas

apropiadas donde disponían de alimento balanceado y NaCl 93 ad
libitum.

Los animales fueron sacrificados por decapitación .Luego

se les extrajo la MEpor laminectomia, mientras que el HC se

disecó tal comose describió anteriormente [Cap. II].WWW
La MEy el HC fueron homogenizados en buffer TEMGMo

(Teflón-vidrio), y al homogenatoobtenido se lo centrifugó a

105000xgdurante 1h a 0°-4°C. El citosol así obtenido se dividió

en alícuotas de 0.2 ml y se incubó con (3H)DEXen un rango de

concentraciones de 0.5 a 20 nMcon o sin la presencia de RU-28362

[61]. La unión inespecifica se determinó por incubaciones

paralelas con DEXlOOOxutilizando solamente 4 puntos dentro del

rango de concentraciones de la hormonatritiada. Se construyó asi

una linea recta, caracteristica de la unión no específica,
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mediante el método de los cuadrados minimos, obteniéndose un

r2>0.99 en todos los casos. Con la curva de calibración

inespecífica así construida se calculó la unión específica como

la resta de la unión inespecífica, obtenida de la recta, a la

unión total, en cada punto experimental.

La incubación se mantuvo durante 20h a 0°C, luego de lo

cual se separó la hormona libre de la unida mediante minicolumnas

de Sephadex-LHZO.Se recogieron los eluidos de las columnas, que

contenían la radioactividad de la hormonaunida, y se los preparó

para la determinación de la radioactividad por centelleo liquido.

Los resultados se expresaron como fmol de (3H)DEXespecíficamente

unido por mg de proteina, determinándose la concentración

protéica por el método de Lowry [138].

Los procedimientos para determinar las diferentes

subpoblaciones de sitios de unión han sido descriptos en el

capitulo anterior, fundamentalmente en lo que respecta a

experimentos de puntos únicos [Cap. III]. Brevemente, (3H)DEX

(ilOOOxde hormona fría) se incuba en presencia o ausencia de RU­

28362. Sin este último, la hormona marcada se une a los dos

sitios de unión, pero con el competidor RU-28362 la (3H)DEX se

une solamente a los sitios receptores tipo I, quedando bloqueados

los sitios tipo II. En el caso de experimentos del tipo de
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saturación, se utilizaron tres protocolos distintos para
determinar los parámetros de unión de los distintos sitios

receptores. En el protocolo A, (3H)DEXse incubó en ausencia del

competidor frío, bajo estas condiciones se pueden observar ambos

sitios de unión. Los datos obtenidos se ajustaron para dos sitios

de unión y se calcularon los parámetros según el método de las

pendientes limite de Rodbard y col. [157]. En el protocolo B, uno

de los dos que utiliza al competidorno radioactivo, se utilizó

al RU-28362en una concentración fija (500nM) en cada punto del

ensayo de saturación. Este método resulta en una relación

competidor/ligando variable en cada punto ensayado, pues la

concentración del ligando varía en el rango de 0.5-20nM, mientras

que la concentración del competidor se mantiene constante; dicha

relación varía desde 1000x en el limite inferior del rango

mencionado, a 25x, en el extremo superior. El tercer protocolo

utilizado, también con el competidor radioinerte, llamado

protocolo C, el RU-28362se agregó a la mezcla de incubación en

concentraciones que variaban en paralelo con la concentración del

ligando marcado, y la relación competidor/ligando se fijó en un

valor de 500x.WWW
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Los datos se analizaron de acuerdo con los siguientes
tests:

*Análisis "t" de Student.

*Análisis de la varianza de una via, seguido por

comparaciones múltiples.

Los parámetros de unión de los dos tipos de receptores se

calcularon, para el caso del protocolo A, por el método de' las

pendientes limite [157], pues se están observando ambossitios de

unión a la vez ; y cuando se analizan los datos obtenidos con los

protocolos B o C se utiliza el métodográfico lineal directo de

Cressie y Keightley [158], ya que en estos casos se está en

presencia de un solo sitio de unión.

La única fuente de datos para determinar la constante

Kd2es el protocolo A; este valor se puede determinar de dichos

datos, ya sea por el método de las pendientes limite ya

mencionado o utilizando los datos combinados de los protocolos A

y B o A y C con ayuda de la ecuación Ecl:

Kdz = Bmaxz * E — F Ecl
— *

(Kdl + F)
donde Kdl, Kd2, Bmaxl y Bmax2 corresponden a las constantes de

disociación y al númeromáximo de sitios receptores para los
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sitios tipo I y II, F corresponde a la concentración de hormona

libre y Bt equivale a la hormona marcada unida en forma

especifica tal comose la calcula del protocolo A. Para calcular

Kdz se utilizan los valores de Kdl y Bmaxl obtenidos de los

protocolos B o C y Bmax2 se calcula conociendo BmEXtotal del

protocolo A y Bmaxl. Se informa el valor de Kdz promedio de los

datos individuales obtenidos, en un dado experimento, con cada

punto experimental conformado por el par de valores Bt,F del

protocolo A.

Además, se recurrió a simulaciones por computadora para

predecir el comportamiento de los distintos protocolos. Para

ello, se alimentó al sistema de cálculo con datos simulados que

pretendían imitar situaciones encontradas en los experimentos in

vitro con la presencia de dos sitios de unión de diferente

afinidad, y diferente Bmax, además un ligando marcado y su

corespondiente competidor, el cual se une exclusivamente a un

solo tipo de receptor. Esta situación está definida por el
siguiente conjunto de ecuaciones químicas (Ec2):

C + R2 <====> CR2

H + R1 <===_>— I-IRl E02

H + R2 <====> 1-1122



donde C representa al competidor que en este caso es el compuesto

RU-28362,R1 y R2 son los distintos tipos de receptores, H es la

hormona marcada y CR2, HRl y HRZson los complejos respectivos.

En esta simulación no se contempló la posibilidad de una especie

CRI, ya que el RU-28382tiene afinidad nula por los receptores

tipo I [61]. La ecuación que representa la unión de H a ambos

receptores en presencia del competidor, teniendo en cuenta los

equilibrios quimicos ya planteados (Ec2) está representada_ por
E03:

Be = Bmaxl * F + Bmax2 * F E03
Kdl + F Kd2 + Kdz/de * Ci + F

donde Bt es la hormona marcada unida a ambos sitios de unión, C1

es la concentración del competidor libre ( no unido), de es la

constante de disociación del competidor con el sitio tipo II. Ba

es el resultado de la suma de dos grandes términos, el primero

representa la unión al sitio tipo I y el segundo término

representa la unión al sitio tipo II. De acuerdo con resultados

previos la relación Kdz/de se considera igual a 1.7 [61]. El

comportamiento del protocolo B se simuló reemplazando, en E03, el

término C1 por la siguiente ecuación (Ec4):

C1 = 500nM - Bmax2 E04
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y el protocolo C se consiguió simular en la computadora cuando se

reemplazó, en E03, C1 por lo siguiente (E05):

C1 = 500 * F + 500 * B1 - Bmax2 E05

En los gráficos IV.4 y IV.5 se representan valores

obtenidos mediante las simulaciones cuando se reemplaza el

término constante 500 de las ecuaciones E04 y E05 por los valores

100, 250, 500 y 1000 según se indica (ver Resultados).

La computadora utilizada fue una Epson Equity II PC

compatible, con el programa Lotus 1-2-3 que se alimentó con las

ecuaciones antes mencionadas.
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RESULTADOSWW
Utilizando el protocolo A, se incubó citosol de MEy HC

con (3H)DEXen un rango de concentraciones de 0.5 a 20 nMsin el

competidor RU-28362. Como se muestra en la figura IV.1, se

obtuvieron datos que, graficados según el sistema de Scatchard,

[160] se alínean dando un claro perfil curvilineo, indicando la
presencia de sitios de unión con diferente afinidad por el
ligando. Este resultado es consistente con el modelo de dos

sitios de unión propuesto por distintos autores [2,7]. En este

caso, se pueden calcular los parámetros de ambos sitios

utilizando el método de las pendientes limite [157]. De esta

forma, se observó que el valor de Bmaxpara los sitios tipo I era

más alto en el HCrespecto de la ME(p<0.0l vs ME), mientras que

la concentración de sitios tipo II (Bmax2) era comparable en

ambostejidos, tal lo observado en trabajos previos [90]. Los

resultados se resumen en la tabla IV.A. Respecto de las

afinidades, se puede notar que (3H)DEXse une con gran afinidad a

ambos sitios pero el Kdl fue consistentemente mas bajo que el Kdz

en ambas zonas estudiadas (p < 0.05 por ANOVAseguido por

comparaciones múltiples). Este resultado se contrapone con

observaciones in vivo que indicaban que la afinidad de la hormona
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oÏz dz. de oÏa 1Ïo {27

(3H)-DEXUnido (nM)
Eigura_lyll; Gráfico de Scatchard resultante de experimentos de
saturación utilizando (3H)DEXen citosoles de HC(panel superior)
y ME(panel inferior) de ratas ADX.Los citosoles de los tejidos
mencionados fueron incubados en buffer TEMGModurante 20 h a 0­
4°C con concentraciones del ligando radioactivo en un rango de
0.5- 20 nM (i DEX radioinerte 10003), condiciones que fueron
designadas bajo el nombre de protocolo A. Los parámetros de
unión, de los gráficos curvilíneos, se calcularon con el método
de las pendientes limite de Rodbard y col. La figura es
representativa de 6 experimentos. Para sitios tipo I en el HC,
los resultados fueron: Kd1=0.67 nM y Bmaxl=73 fmol/mg prot.,
mientras que en ME: Kd1=0.44 nMy Bmaxl=12.6 fmol/mg prot. Para
sitios tipo II en HC: Kd2= 8.4 nMy Bmax2=153.1 fmol/mg Prot.,
mientras que para ME: Kd2= 26 nM y Bmax2= 190 fmol/mg prot.
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Iahla_lM¿A: Parámetros de unión de los sitios tipo I y tipo II de
MEy HC, obtenidos mediante el protocolo A.

_Be_c_a2t_onas_tip_o_l___MW
Bmaxl Kdl Bmax2 Kd2_T_e.iidg_M

ME 1213a 1.5i0.6 120143 17i4b

HC 57:13 0.36i0.01 165131 5.2iÓ.9

Los citosoles de la MEy el HCfueron incubados con 0.5-20 nMde
(3H)DEXcon o sin la presencia de 1000x de DEXno radioactivo.
Los parámetros de unión de los datos experimentales se obtuvieron
por el método de las pendientes límite de Rodbard et. al. [157]
asumiéndose un modelo de dos sitios de unión (las curvas de
Scatchard obtenidas fueron curvilineas). Los datos representan el
promedioi E.S. de n=6 experimentos.
a p<0.01 vs. Bmaxl de HC.
b p<0.01 vs. Kd2 de HC.
(test “t” de Students).
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sintética DEX por los sitios tipo II era mayor que la

correspondiente a los sitios tipo I [2,8]. Además, estos

resultados indican que el Kdz en MEes significativamente mayor

que la correspondiente constante Kd2 de HC (p < 0.01, Tabla

IV.A). Esta diferencia de 3 veces en los valores de Kd observados

para los sitios tipo II sugiere una heterogeneidad en lo que

respecta a estos sitios receptores, entre los dos tejidos
estudiados.

Cuando se utilizó el compuesto RU-28362, para observar

un solo sitio de unión, según el protocolo B, se compitió la

unión de (3H)DEX a los receptores tipo II con una sola

concentración de 500nM,en todos los puntos experimentales- Con

este sistema se obtenían puntos que graficados según el sistema

de Scatchard se alineaban dentro de una recta (Fig IV.2), pero en

contraste con los datos obtenidos del protocolo A, los sitios

tipo II mostraron una afinidad similar o mayorque los sitios

tipo I, por la DEX tritiada. Esta tendencia fue constante y
observada en las dos zonas estudiadas, pero no fue

estadísticamente significativa (Tabla IV.B). No importando qué

protocolo fuese empleado, los valores de Bmaxhallados fueron

coherentes con publicaciones anteriores [60,90], siendo la
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= - Unión de (3H)DEXen citosoles de HC (panel superior)
y ME(panel inferior) en presencia de RU-28362. Las condiciones
de incubación y concentraciones utilizadas son similares a las
mencionadas en la fig IV.1. Adicionalmente se incubó con RU-28362
500 nM/tubo (protocolo B, linea punteada) o RU-28362 500x/tubo
(protocolo C, linea contínua). Los parámetros de unión fueron
calculados de acuerdo al métodográfico lineal directo de Cressie
y Keightley. Los resultados fueron los siguientes: protocolo B,
Kd1= 3.1 nMy Bmaxl: 180 fmol/mg prot. para HC, mientras que para
MEKd1= 4.3 nM y Bmaxl: 18.7 fmol/mg prot. Protocolo C, Kd1= 0.9
nM y Bmaxlz 54 fmol/mg prot. para HC, mientras que para ME Kdi=
0.44 nM y Bmaxl= 10.5 fmol/mg prot.
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Iahla__11¿B: Parámetros de unión de los sitios tipo I y tipo II
de MEy HC, obtenidos mediante los protocolos B y C.WWW

Bmaxl Kdi Bmax2 Kdz
WWW
ME B 20:7.9‘ 3.9i0.7 91148 2.0il.l
HC B 119i35 2.0i0.6 76128 0.710.17

ME C 9i1.5b 0.8i0.16 80i17c 7.0i1.2d
HC C 55:2.1 0.7i0.12 145128 4.0il.4

Los citosoles de MEe HC fueron incubados con (3H)DEX0.5-20 nM
(i lOOOx DEX) en presencia o ausencia de RU-28362. En el
protocolo B, se egregó RU-28362 en una concentración de 500nMpor
tubo, en cambio en el protcolo C la cantidad de competidor
agregado variaba en una relación de 500x la concentración del
ligando radioactivo utilizado. Los parámetros de unión en cada
protocolo, asumiendo un solo sitio de unión marcado, se
obtuvieron mediante la técnica de Cressie y Keightley [158] y las
ecuaciones mencionadas en Mat. y Mét. Los datos representan el
promedio i E.S. de n=3 experimentos (protocolo B) o n=4-5
experimentos (protocolo C).
a p: 0.05 vs. Bmaxl de HC.
b p<0.001 vs. Bmaxl de HC.
c p<0.01 vs. Bmax2 de HC.
d p<0.05 vs. Kd2 de HC.
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concentración de sitios tipo I mayor en el HC que en la ME

(p=0.05), y la concentración de los sitios tipo II similar en

ambas zonas, por lo tanto más uniformemente distribuido (Tabla

IV.B). Es interesante mencionar que los Bmaxlcalculados por el

protocolo B son algo mayores que los hallados por el protocolo A

y C (Tablas IV.A y IV.B).

Con el protocolo C, el competidor RU-28362 fue agregado

nuevamentepara ocupar los sitios tipo II, pero se modifico la

técnica respecto del protocolo B en cuanto a que no se agregó una

concentración fija en cada punto ensayado, sino que, por el

contrario, la concentración del competidor variaba en paralelo

con la concentración de (3H)DEX,manteniendo el cociente (RU­

28362)/((3H)DEX) constante en 500. Con este procedimiento

obtuvimos nuevamente un gráfico de Scatchard lineal,

correspondiente a un solo sitio de unión (Figura IV.2). Los datos

obtenidos se resumen en la tabla IV.B. Con este protocolo, los

sitios tipo I de MEo HCmostraron mayor afinidad por el ligando

tritiado que la observada para sitios tipo II. Los valores

obtenidos con el protocolo C se acercan mas al protocolo A que al

B ( p < 0.01 por ANOVAy comparaciones múltiples). Nuevamente,

con esta modalidad de competición se repitieron las diferencias

encontradas para los sitios tipo II entre MEy el HC, ya que el

valor del Kd2 para MEfue mayor que el respectivo para HC ( p <
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0.05, Tabla IV.B), aunque estas diferencias no fueron tan

pronunciadas como las obtenidas del protocolo A. Los valores

calculados para Bmaxl mediante este protocolo, son nuevamente

coherentes con los anteriores y con publicaciones previas, ya que

Bmaxl es mayor en HCrespecto de ME(p < 0.001), los valores Para

Bmax2obtenidos estaban dentro del limite inferior de los mismos

observados-en el protocolo A (Tabla IV.A y IV.B), y resultaron un

55% de Bmax2 del HC.WWE
Las observaciones experimentales indicaban que los

valores obtenidos para Kddependían de alguna forma del protocolo

utilizado (B o C). Esto nos hizo especular que cuando se

utilizaba el protocolo B con una concentración fija de RU-28362

igual a 500nM,se competían mejor los puntos inferiores del rango

ensayado pero sería menosefectivo en los puntos superiores, tal

vez informando una sobreestimacion del numero máximode sitios

tipo I (Bmaxl) y produciendo una subestimación del valor de la

afinidad real Kai. Por el contrario, utilizando el protocolo C,

existe una buena concentración del competidor en los puntos

superiores de la escala (500x20nM)pero en cambio, existe poco

competidor en los primeros puntos del mismo rango (500x0.5nM),
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siendo la competencia por los sitios tipo II menosefectiva en la

parte inferior del rango. Esta situación implica tal vez no una

mala estimación de Bmaxlpero si podria sobreestimarse Kai.

Para confirmar si la explicación anterior era factible,
ya que se ajustaba a los hechos observados, y estimar entonces el

error intrínseco que cada protocolo introducia en el cálculo de
los parámetros de unión de los sitios tipo I y II, se realizaron

las simulaciones donde los valores de Kdl, Kd2, Bmaxl y Bmaxé se

predefinieron, para observar cómocada protocolo los recalculaba

y asi obtenerse la desviación porcentual de cada método respecto

del valor predefinido (teórico). En principio se fijaron los

siguientes datos: KdizlnM, Kd2=10nM, Bmax1=Bmax2=0.2nM. Para

simular el protocolo B se reemplazó en E03, Cl por el contenido

de E04 y para simular el protocolo C se reemplazó en Ec3, Cl por

el contenido de E05.

Los valores recalculados por cada protocolo demostraron

que los errores intrinsecos de los ensayos se localizaban ya sea

en los primeros puntos del rango para el protocolo C, y en los

últimos puntos para el protocolo B, con desviaciones respecto del

Kdl teórico de 2.5% para el protocolo B con un Kdl mayor que el

prefijado, mientras que el protocolo C introdujo un error del

0.5% respecto del Kdl teórico, siendo el valor calculado menor
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que el predefinido. Estos datos confirman que cada protocolo

tiene un error intrínseco, y éste en sentidos opuestos, es decir

que mientras el método C subestima el Kdi, el método B lo

sobreestima, pero con mayor error que el protocolo C. Así, se

pueden esperar Kdl más bajos que el real cuando se utilizan

protocolos semejantes al C, mientras que se van a obtener valores

más altos de Kdl respecto del real cuando se utilizan protocolos

parecidos al B.WEB
Cuando se investiga qué sucede con la unión del ligando

marcadoa los sitios tipo II en estas simulaciones que recrean

situaciones "idealizadas", es decir que no se tiene en cuenta la

unión inespecifica ni el error experimental y que se supone que

el competidor interacciona únicamente con un solo sitio receptor,

obtenemos resultados que se muestran en la figura IV.3. Con el

protocolo B obtenemos una unión creciente del ligando marcado a

los sitios tipo II, que supuestamente no se deberian medir. En el

análisis de los resultados experimentales, estos sitios
"adicionales", se toman comositios tipo I, lo que implica una

sobreestimación del valor de Bmaxl mediante el uso de este

protocolo, y por lo tanto una fuente adicional de error. En el

caso del protocolo C, existe unión del ligando tritiado a los
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r ‘ Representación gráfica, obtenida por computadora, de
la unión de (3H)DEXa sitios tipo II que permanecen libres luego
del agregado del competidor RU-28362, según el protocolo B (línea
punteada) o el protocolo C (linea continua). Las condiciones de
la simulación fueron indicadas en Mat. y Met. y en la fis IV.2.
Se obtuvo un error constante y bajo cuando se simuló el protocolo
C, mientras que en el caso del protocolo B se muestra cómo se
está introduciendo una fuente de error variable cuando se
pretende calcular los parámetros de unión del sitio tipo I
utilizando este protocolo.
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sitios tipo II pero es de un valor constante y pequeñohacia los

puntos altos del rango de concentraciones de (3H)DEXutilizados,

siendo este protocolo más exacto en la estimación del parametro

Bmaxl.

Las afirmaciones del párrafo anterior se pueden observar

gráficamente en el figura IV.4, donde se representa la variación

de los valores de Bmaxlcalculados por ambos protocolos respecto

del valor predefinido. En esta figura se realizaron las

simulaciones con valores predefinidos diferentes de los

anteriores. Los valores de Kdl, Kdz, Bmaxl y BmaxZque se tomaron

como teóricos o predefinidos, sobre los que se corre la

simulación, fueron datos obtenidos de dichos parámetros en el

protocolo experimental A (Tabla IV.A). En la figura IV.4, el

panel I corresponde a los datos teóricos provenientes de los

calculados por el protocolo A para ME,mientras que el panel II

corresponde a los datos predefinidos provenientes del HC. Esta

modalidad para elegir los grupos de parámetros predefinidos

asegura simulaciones lo más cercanas a la realidad experimental

posibles. Los diferentes grupos de barras en la figura IV.4

corresponden a diferentes concentraciones del competidor, ya sea

en el protocolo B donde varían entre lOOnMa lOOOnM,como para el

protocolo C, donde la relación de concentraciones

Competidor/Ligando varia entre 100x a lOOOx. Comopodemos ver en
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Eignra_ly¿g; Variación de los valores de Bmaxl, respecto de un
valor predefinido, obtenido por simulaciones en computadora
utilizando las ecuaciones mencionadas en Mat. y Met. Los valores
predefinidos corresponden a los calculados mediante el protocolo
experimental A, ya sea de la ME (panel I) o del HC (panel II).
Dichos valores sirvieron para alimentar las ecuaciones
mencionadas y asi determinar los errores de cálculo que cometen
los protocolos B y C cuando se estima Bmaxl, para ello se
normalizaron los valores predefinidos haciéndolos igual a 1. Las
Barras representan cuan alejados están los valores calculados por
los distintos protocolos del valor predefinido y normalizado. Se
simularon diferentes concentraciones del competidor RU-28362
cuyos valores se representan en la parte superior de las barras
correspondientes, dentro del rango lOOnM-lOOOnMpara protocolo B
y 100x-lOOOxpara protocolo C.
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esta figura, los dos protocolos sobreestiman Bmaxl, pero el

protocolo B es el que comete más error en todas las

concentraciones del competidor estudiadas. El protocolo C con

relaciones Competidor/Ligando de 250x o mas, en la ME, estima

Bmaxlcon errores indetectables por la escala usada, mientras que
en HClos errores en la sobreestimación son menores al 2.5% en

todos los casos. Es importante destacar que no importando qué

protocolo se emplee, a medida que se aumenta la concentración del
competidor , ambos confluyen al valor teórico, aunque el

protocolo C llega más precozmente.

La figura IV.5 representa, comola fig IV.4, resultados

obtenidos de simulaciones con valores teóricos provenientes de

los calculados por el protocolo A para ME(panel I) e HC (panel

II). En este caso se grafica la variación, respecto del valor

predefinido, en el cálculo del Kdl por parte del protocolo B y el

C, cuando se varia las concentraciones del competidor tal comose

explicó para la fig IV.4. Como se afirmó anteriormente, los

protocolos B y C estiman los valores de Kdl con errores que van

en direcciones opuestas. Entonces, mientras el protocolo B brinda

valores para la constante de afinidad menores que el teórico, el

protocolo C estima valores, para la mismaconstante, mayores que

el real. No obstante, el protocolo C es más exacto que el B en

todo el rango de concentraciones del competidor ensayadas. En la
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Eiguna__ly¿fi; Variación de los valores de Kdl, respecto de un
valor predefinido, obtenido por simulaciones en computadora
utilizando las ecuaciones mencionadas en Mat. y Met. Los valores
predefinidos corresponden a los calculados mediante el protocolo
experimental A, ya sea de la ME (panel I) o del HC (panel II).
Dichos valores sirvieron para alimentar las ecuaciones
mencionadas y asi determinar los errores de cálculo que cometen
108 Protocolos B y C cuando se estima Kdi, para ello se
normalizaron los valores predefinidos haciéndolos igual a l. Las
Barras representan cuán alejados están,en uno u otro sentido, los
valores calculados por los distintos protocolos del valor
predefinido y normalizado. Se simularon diferentes
concentraciones del competidor RU-28362 cuyos valores se
representan en la parte superior de las barras correspondientes,
dentro del rango 100nM-1000nMpara protocolo B y 100x-1000x para
protocolo C.
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ME, la variación es más importante, y el error mayor, porque

existen bajos niveles de sitios tipo I y concentraciones altas de

sitios tipo II que son dificiles de anular eficientemente; dada
esta situación es razonable suponer que las estimaciones de los

parámetros de unión en MEconllevan más error que en el HC, donde

los niveles de sitios tipo I son másaltos.

Finalmente, cuando se comparan los dos protocolos de

competición utilizados, se puede resumir que el protocolo C es

más exacto que el protocoo B en la estimación del Bmaxl y también

comete menos error, cuando usamos RU-28362500x, en la estimación

de la constante Kdl. Además, si se tiene en cuenta que, según la

ecuación Ecl, el cálculo de Kd2deriva de las estimaciones de los

paramatros del sitio tipo I, éste conlleva menos error si se

calcula con parámetros derivados del uso del protocolo C. Se

concluye de este estudio que es más conveniente la utilización de

un protocolo del tipo C cuando se necesita realizar experimentos

de saturación con competidores no radioactivos.
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DISCUSION

En este capítulo se contestan dos preguntas: primero,

averiguar las constantes de afinidad de los receptores del SNC

para (3H)DEX,y segundo, con estos datos disponibles discriminar

si los receptores tipo II de la MEy el HCposeen diferente Kdz,

como lo sugieren resultados preliminares [60]. Un tercer

interrogante contestado por los estudios realizados en el

presente capitulo, que no se había formulado previamente sino que

surgió durante el desarrollo de la parte experimental, fue la

mejor manera para analizar parámetros de unión de un sitio

receptor, estando presente un segundo sitio de unión bloqueado

especificamente por un competidor radioinerte.

Comoya se habia mencionado, numerosos estudios en el

campo de los receptores del SNCreconocen la existencia de al

menos dos sitios de unión para CORT:un receptor de alta afinidad

(tipo I) y un receptor de baja afinidad o sitio tipo II [2,7,8].
Esta hipótesis se originó luego de considerar el grado de

ocupación de los receptores por parte de hormonas adrenales

circulantes; mientra que bajos niveles de CORTcirculante ocupa

receptores tipo I, los sitios de unión tipo II necesitan niveles

más altos de hormonacirculante para poder ser ocupados [7,8]. En

cambio, por estudios de captación hormonal in vivo, la afinidad
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"relativamente" mas bada por los sitios tipo II. Estas
observaciones están de acuerdo con los estudios mencionados en el

presente capitulo e implican que la dificultad de la DEX para

ocupar sitios tipo I en experimentos in vivo no se debe a una

menor afinidad por este tipo de receptores, sino a otros

mecanismosque deberian ser explorados para explicar la acción de

la DEX en el SNC mediada por los diferentes subtipos de

receptores.

En nuestro trabajo, los resultados de aplicar el método

de las pendientes limite para estimar los parámetros de unión de

ambossitios receptores (protocolo A), muestran que los sitios de

unión tipo I tienen más afinidad por (3H)DEX. Además, la

constante Kd2 para el HCfue 3.5 veces más baja que la misma,

medida en ME. Estos resultados confirman datos preliminares,

presentados en el capitulo anterior, que muestran que ME expresa

un sitio receptor tipo II de baja afinidad, diferente del que

expresa el HC[60]. El método empleado para los cálculos y la

fase experimental en el protocolo A posee ventajas y desventajas.

Una ventaja importante está dada por el hecho de que no se agrega

competidor alguno, permitiendo la observación del sistema sin

demasiadas interferencias o malas interpretaciones debido a

artificios de técnica, introducidos potencialmente por

propiedades desconocidas de los competidores utilizados. La
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desventaja principal reside en los errores introducidos al

interpretar un gráfico de Scatchard curvilineo, por un método

matemático determinado (en nuestro caso el método de las

pendientes límite). En este sentido, la utilización de
competidores sería más confiable, por el hecho de simplificar

considerablemente el sistema en estudio evitando la utilización

de la técnica de Scatchard para interpretar sistemas de

receptores con mas de un sitio de unión [170]. Los datos
obtenidos utilizando ambas metodologías reducen los errores

aportados por las mismas individualmente. Con esta idea en mente

realizamos la parte experimental pero observamos que los datos

obtenidos dependían del método de utilización del competidor RU­

28362 (protocolos B y C). El agregado del mismo en forma

proporcional a la concentración de ligando (protocolo C) o la

utilización del competidor en concentración fija (protocolo B)

mostraron discrepancias respecto de los valores de Kd. El

protocolo C daba resultados que se aproximaban con los del

protocolo A. Este solo hecho le daba más confiabilidad al

protocolo C respecto del B pero se necesitaban pruebas

adicionales, por lo que se desarrolló la simulación de ambos

métodos por computadora. De todos modos, ambos protocolos

demostraron que Bmaxl es mayor en el HC, mientras que Bmax2tenía

valores mas comparables en ambostejidos.
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Inicialmente, el protocolo C se configuraba con el
agregado del competidor RU-28362 100x en lugar de 500x,

obteniéndose datos similares en ambos casos (datos no

presentados). Luego de que las simulaciones por computadora
sugirieron que los errores se reucian considerablemente elevando

la proporción del competidor a 500x (figuras IV.4 y IV.5), se

realizaron los experimentos correspondientes y encontramos
nuevamente excelente concordancia con los resultados del

protocolo A, esto es, que el Kdl de ambas zonas estudiadas‘ era

menor que el Kd2. También, el protocolo C con RU-28362 500x, al

igual que el protocolo A, mostraban que el valor de Kd2de los

receptores tipo II, pero no los de tipo I de ME,eran más altos

que los semejantes en el HC. Este último resultado sugiere que la

sensibilidad de ambas regiones del SNC a los esteroides

circulantes, podria ser diferente, asumiendo que los Kd se

relacionan con la ocupación de los receptores in vivo, hecho que

se ve confirmado por resultados que muestran una gran

sensibilidad el HCa los GCcirculantes [2].

Los resultados obtenidos respecto de los diferentes

valores de Kdz para MEe HCresultan interesantes a 1a hora de

reveer datos de trabajos anteriores [capitulo II, 36] donde se

manifestaba una captación diferencial de la hormona (3H)CORT

inyectada i.v., por parte de los núcleos celulares de MEe HC. Si
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sumamosla mayor afinidad que poseen los receptores tipo I hacia

la CORTtritiada respecto de los sitios tipo II, los primeros

están en baja concentración en la ME,y que los receptores tipo

II de la MEtienen aún más baja afinidad que los mismos en el HC,

entonces la combinaciónde estos dos factores justificaria la

baja captación nuclear de (3H)CORTpor parte de la ME.

En este punto sería interesante considerar si las
propiedades de los receptores tipo II tejido-dependientes,

cumplenalguna función que Justifique la diferencias encontradas.

En el caso del HC, ha sido sugerido que los sitios tipo I y tal

vez los tipo II son mediadores de efectos continuos y

discontinuos de los glucocorticoides en el eje SNC-Hipofiso­

Adrenal [2,7,103]. Los mecanismos de retroalimentación, en

particular la retroalimentación fina, serian de responsabilidad

del HC [2,8,47,165]. Además, la alta sensibilidad del HCa los

esteroides circulantes, se correlaciona con cambios de función y

población celular, tal comose verifica en la pérdida neuronal en

ratas ancianas; un fenómeno que se puede prevenir por

adrenalectomía previa [50,171]. La administración de altas dosis

de glucocorticoides a roedores no sólo induce “down regulation”

de los receptores, principalmente en el HC, sino que también

lleva a la pérdida neuronal en las zonas CA2 y CAa del mismo HC

[2,121]. Esta manifiesta neurotoxicidad podría ser exclusiva del
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HC, debido a la concentración de los receptores tipo I y a la

particular expresión fenotipica de los receptores tipo II, que
dan a esta zona del SNCuna especial sensibilidad a los niveles

de esteroides adrenales circulantes [2].

En la médula espinal, los glucocorticoides regulan una

serie de funciones, algunas de ellas similares a las manifestadas

en el HC, comola inducción de las enzimas glicerol-fosfato

deshidrogenasa y ornitina descarboxilasa, ambasreconocidas en

células gliales [27]. Hall et al demostró efectos de los

glucocorticoides sobre la transmision sinaptica,

neuroexitabilidad, contenido dopaminérgico, reducción de la

peroxidaoión de lipidos y acortamiento en el tiempo de

recuperación luego de injurias en ME[25,38,43,172]. Normalmente,

estas acciones de los esteroides requieren dosis altas, en el

rango farmacológico [43,173,174], que implicaría acción a través

de receptores tipo II. Contrariamente al HC, no hay informes de

pérdida de neuronas en la ME, luego de una exposición prolongada

a corticoides adrenales, ya que tratamientos prolongados con

estas hormonasresultan en una rápida mejoría de lesiones en la

ME y recuperación clinica de pacientes con síndromes

degenerativos de la misma [174,175].

En trabajos anteriores hemos demostrado que los

receptores tipo II de la MEy el HCcomparten algunas propiedades
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fisicoquímicas y bioquímicas [32,36,90]. Pero las diferencias se

hacen evidentes cuando se analizan los complejos tipo II-hormona

y su asociación a ADN-celulosa. Primero, los receptores de la ME

muestran una alta afinidad, cuando son transformados con calor,

por ADN-celulosa al comparar 1a misma en el HC [36]. Segundo, los

receptores de la ME muestran resistencia a la acción de las

enzimas ARNsadel tipo A, las cuales aumentan la afinidad de los

complejos Hormona-Receptor a ADN-celulosa, esto último en el caso

de los receptores del HC [36,90]. Tercero, el agregado del

quelante EDTA, el cual reduce la unión de los complejos H-R a

ADN-celulosa por secuestro de Zn++ del medio, produce una mayor

inhibición sobre los receptores tipo II del HCrespecto de los

receptores de similares caracteristicas de la ME (ver Cap. V)

[datos no publicados]. Los metales de transición son necesarios

para la conformación de los "metal-fingers", responsables de la

unión a ADN [Bl,82,83], por lo tanto la diferencia en la

sensibilidad al EDTAhablaría de diferentes requerimientos, o

diferente accesibilidad de estos metales por parte de las

estructuras protéicas que conformanlos receptores del tipo II en

HCy ME.Entonces, se podria suponer que las estructuras de los

receptores tipo II de la MEy el HCserian diferentes, e incluso

se podria hablar de una diferencia funcional. La aparición de

subclases de receptores para glucocorticoides, con
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características generales de tipo II, podria ser comúna otros
tejidos, tal comoformas de diferente peso molecular observadas

en células de melanoma[176], tejidos bovinos [177], núcleos de

higado de rata [178], y células HeLa83 [179]. No obstante, la

relación entre estos subtipos de receptores permanece
desconocida.

Finalmente, hay razones que Justifican la presencia de

receptores tipo II de alta afinidad en el HC, considerando el

acoplamiento positivo de la regulación de los sitios tipo I y

tipo II [2]. Unahipótesis atractiva sería la regulación positiva
de los receptores tipo II luego de la ocupación de los sitios

tipo I. Este mecanismopodría ser exclusivo del HC , debido a la

relación estequiométrica existente entre los sitios tipo I y tipo
II en este tejido, a diferencia del resto del SNC.
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Acción de Quelantes
de Metales de Transición
sobre la Transformación

de los receptores de GC
en HC y ME

CAPITULO V



INTRODUCCION

En los capitulos anteriores analizamos los sitios

receptores de la MEy HC, desde los puntos de vista bioquímico y

molecular, al comparar los parámetros de unión de las poblaciones

de receptores existentes, y también el proceso de transformación
a través de la interacción con ADN-celulosa.

Unaspecto que corresponde estudiar se refiere a los

mecanismos de unión de los complejos Hormona-Receptor (H-R) a

ADN.In vivo, el complejo se une a elementos especificos de la

cadena de ADN(GRE)activando la transcripción de determinados

genes especificos [54,83]. El mecanismo de unión a ADN

involucraría la presencia de regiones ricas en cisteina e

histidina [83,181], los cuales se han propuesto comopresentes en

el dominio de unión a ADN.La región mencionada, correspondiente

a receptores de glucocorticoides, es homóloga a la de otros

receptores de hormonas esteroideas y además esta presente en el

producto del gen v-erb A [52]. Estas zonas ricas en cisteina e

histidina, presentes en distintas proteinas regulatorias [81],
serian dominios de unión de Zn++. En el caso de la familia de

hormonas esteroides dichos dominios estarian formados por

regiones altamente conservadas, ricas en cisteinas [181].
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El hecho de haber descripto secuencias de aminoácidos,

los cuales unirían Zn++, formando zonas de interacción con el

ADN, sugiere que los receptores para glucocorticoides serian

metaloproteinas [82,83,182,183]. La interacción con el ADNy por

ende la unión a ADN-celulosa estaría influenciada por la

disponibilidad de Zn para formar las estructuras necesarias para

la unión. En el presente capitulo analizamos la influencia de

dicha disponibilidad, por medio del uso de diferentes quelantes

de metales de transición, en la capacidad de unión a ADN-celulosa

de los receptores tipo I y tipo II de MEy HC.
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MATERIALES Y METODOSWWW
Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr

de peso. Las mismas se adrenalectomizaron (ADX)por aproximación

dorsal, en formabilateral, 2 a 3 dias antes del sacrificio y se

mantuvieron durante ese lapso de tiempo en grupos de a 10

animales en jaulas apropiadas donde disponían de alimento

balanceado y NaCl 9%ad libitum.

Los animales fueron sacrificados por decapitación para

luego extraerles el hipocampo (HC) y la médula espinal (ME), los

que se utilizaron en los distintos experimentos.WWW
El HC y la ME se homogenizaron en 2-3 volúmenes de

buffer TMG,equivalente a buffer TEMGpero sin el agregado de

EDTA,y luego se centrifugó durante 1h a 105000g. Se tomaron

alicuotas de 0.5 ml del citosol obtenido y se agregaron a tubos

que contenían concentraciones constantes saturantes del ligando

(6,7-3H)DEX (45.8 Ci/mmol) con o sin la presencia de DEX no

radioactiva para evaluar la unión inespecifica. Cuandose miden

los sitios tipo II se incuba, ademásde la hormona radioactiva,
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con el glucocorticoide sintético RU-26752 [90] que se une

específicamente a los sitios receptores tipo I, dejando libres
para ser marcadoslos sitios tipo II.

Ademásdel ligando radíoactivo se agregaba, en el buffer

de incubación, distintas concentraciones de EDTAo 1,10 0­

fenantrolina, en sendos tubos de incubación. Una vez conformada

la mezcla que contenía citosol, buffer sin EDTA,(3H)DEXiDEXy
diferentes concentraciones del quelante indicado, se procedía a

incubar durante 3.5 hs a 0°C. Transcurrido dicho lapso de tiempo

se procedió a la transformación de los receptores calentando a 20

°C durante 30 min. [180] para luego medir en una alícuota (200ml)

la unión a ADN-celulosa. Otra porción de la mezcla de incubación

(150ul) se utilizó para medir la unión total mediante el filtrado

en minicolumnas de Sephadex-LHZO.

DEIERMlNAQlQN_DE_LA_UNlQN_DEL_QQMBLEJQ_HB_A_ADN:QELULQSA

Luego del período de incubación y transformación por

calentamiento, una alícuota de 200 ul se sembró en columnas de

ADN-celulosa, luego de lo cual se lavó la columna con buffer

adecuado (4ml) y finalmente la fracción unida se eluyó con 2ml de

NaCl 0.8M. Los resultados fueron expresados en fmol/mg prot., y
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como porcentaje del unido total que quedó retenido por las

columnas de ADN-celulosa luego de la transformación inducida por
calor.

IBAIAMIEHTSLESIADLSIIQQ

Se utilizó ANOVAde una via y comparaciones múltiples

para el análisis de los datos expuestos en este capítulo.
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RESULTADOS

En una primera etapa realizamos experimentos con

receptores totales y un rango de concentraciones de EDTA, para

asi observar cómo variaba la unión a ADN-celulosa de los

complejos hormonareceptor con el agregado del quelante. La; fig

V.l muestra los resultados obtenidos luego de la unión de

receptores totales (tipo I + II) a ADN-celulosa. Se utilizó un

rango de concentraciones de EDTA de OmMa 3mM. Dentro de este

rango la capacidad de unión a ADN-celulosa de los receptores

totales transformados del HCno tuvo grandes variaciones (24%sin

EDTA,21% con EDTA 0.5mM,22% con EDTA lmM y 25% con EDTA 1.5mM)

salvo con la concentración máxima de EDTAensayada donde se

alcanzó el mínimo de unión al polianión (8% para EDTA 3mM),

mientras que la capacidad de unión de los mismos en MEaumentó de

30 % a 38 % con una concentración de EDTAde 0.5mM, y luego

decayó a 15% (EDTA3mM), permaneciendo de todos modos con valores

superiores de unión a ADN respecto de HC (8%). Este gráfico

muestra que frente a diferentes concentraciones de EDTAlos

receptores totales de HCse comportan en forma diferente respecto

de los mismos en ME, además del hecho ya descripto de la mayor
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conc EDTA(mM)

Eignna_!*1; Influencia de la concentración del quelante EDTAen
la unión de los receptores totales de ME e HCa ADN-celulosa.
Alícuotas de los citosoles de MEe HC, se incubaron con (3H)DEX
20 nMi DEXno radioactivo, para estimar unión inespecífica,
durante 3.5 h a 0°C, con buffer TMGy distintas concentraciones
de EDTAque se indican en la figura. Luego de la incubación a
0°C, se procedió a transformar los receptores cargados con
hormona, incubando a 20°C durante 30 min.. Una alícuota se sembró
en columnas de ADN-cel. y se eluyó la radioactividad unida con
una solución SOOmMde NaCl en buffer. Otra alícuota se utilizó
para medir la unión total. Se expresa el % de unión a ADN-cel. en
función de la concentración de EDTA(mM).
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capacidad de unión de los receptores totales de MErespecto de

los de HCen condiciones basales in Vitro. El pico de unión al

ADNcon EDTA0.5mM está presente únicamente en ME y no en HC.

¡NEIHENQIG DE ¡e Q_EENBNIBQIme EN ¡e ¿mmm e ¿DN_QEIm¡QSB

La siguiente etapa fue comprobar el comportamiento de

los complejos hormona-receptor transformados frente al ADN con

variaciones en la concentración de otro quelante, o-fenantrolina.

Los resultados se observan en la fig V.2, donde se aprecia la

reducción de la unión con el aumento de la concentración del

reactivo utilizado de OmMa 3mM. En este caso los receptores

totales de ambostejidos se comportaron de forma similar.WWW
Una vez observado el comportamiento de los sitios

receptores a diferentes concentraciones de los quelantes

utilizados, decidimosinvestigar los sitios receptores tipo II,
los que presentaron propiedades distintas entre HCy ME,no asi

los sitios tipo I [capitulo III]. Para ello utilizamos una
concentración máxima de EDTA, ya que fue la única que mostró

diferencias entre los tejidos investigados (SmM),y los controles

sin el quelante. En la fig V.3 se muestran los resultados

experimentales con y sin agregado de EDTA.En ausencia de EDTA,
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Eignra__y¿2¿ Influencia de la concentración del quelante o­
fenantrolina en la unión de los receptores totales de MEe HC a
ADN-celulosa. Los métodos son similares a los enunciados en la
fig. V.1. Se expresa el % de unión a ADN-cel. en función de la
concentración de o-fenantrolina (mM).
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25­

20‘

®
ME

' Acción de EDTASmM en la unión de sitios tipo II de
HCy MEa ADN-celulosa. La metodología es similar a la enunciada
en la figura V.l salvo que se incubó en ausencia (barras vacías)
o en presencia (barras rayadas) de EDTA 3mMy además con el
agregado, en todos los casos, de RU-26752, que bloquea los sitios
tipo I para asi marcar los sitios tipo II. Los resultados se
expresan como % promedio de la unión a ADN-celulosa i E.S. de
sitios tipo II (3 experimentos).

(*) P<0.005 vs HC (EDTA OmM)- p<0.005 vs ME (EDTA 3mM).

(**) p<0.0025 vs ME (EDTA OmM).
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no se observaron diferencias significativas entre HC y ME

(29%il.7% para HCy 31.1%10.5% para ME; 3exp.). En presencia de

EDTA3mMla unión a ADNdisminuyó en ambos tejidos (9.4%io.7% en

HCy 20%i1.2%en ME)siendo el descenso significativo en las dos

zonas respecto de control (EDTA OmM)con un valor de p<0.005 en

HC y p<0.025 en ME. A1 analizar los datos obtenidos con 3 mM de

EDTA,y comparando HC con ME, resulta interesante ver que se

repite lo encontrado anteriormente, es decir que los sitios ,tipo

II de MEresultan menos sensibles a la acción de EDTA, al

descender la unión a sólo el 20%, mientras que en el HC los

mismos sitios receptores descienden su unión a ADNpor acción del

EDTAa 9.4%. Esta diferencia es significativa con p<0.005 HC vs

ME.Marcandotodos los tipos receptores resulta también en una

diferencia significativa de los sitios totales en HCrespecto de

los de MEen presencia de EDTA3mM(Fig V.4).
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30

Eiguna_ï¿á; Acción de EDTASmM en la unión de sitios totales
(tipo II + tipo I) de HCy MEa ADN-celulosa. La metodologia es
similar a la enunciada en la figura V.l salvo que se incubó en
ausencia (barras vacías) o en presencia (barras rayadas) de EDTA
BmM.Los resultados se expresan como % promedio de la unión de
sitios totales a ADN-celulosai E.S. (4 experimentos).

(X) p<0.005 vs HC (EDTA OmM). p<0.05 vs ME (EDTA SmM).
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DISCUSION

Numerosaspublicaciones indican que los receptores de

esteroides serian metaloproteinas [82,83]. Asimismo, se ha

demostrado la influencia de diferentes quelantes sobre la unión

de complejos hormona-receptor a ADN[83,184]. Por otra parte, se

ha sugerido que las estructuras dentro de los receptores de

esteroides, capaces de captar metales, serian las responsables de

la unión de dichos sitios receptores a ADN,una vez transformados

y en el núcleo celular [81,181]. Se ha podido demostrar que

dichas estructuras son regiones ubicadas dentro del dominio de

unión al ADN, y además ricas en cisteinas [52,81,181].

Adicionalmente, se ha publicado que en la zona del receptor

responsable de la unión a ADNdebe haber grupos sulfidrilo (SH)

libres para que haya unión a genoma [79].

Los experimentos presentados en este capitulo confirman

que la unión a ADN-celulosa depende de la concentración de

quelantes, pero además muestran el comportamiento diferente de

los receptores de la MEy el HC, ya sea al marcar todos los

subtipos de receptores o solamente los sitios tipo II, que como

vimos en capitulos anteriores presentan diferencias entre los

correspondientes a la MEy el HC.
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Cuando se empleó 0-fenantrolina no se observaron

comportamientosdiferenciales entre los receptores de ambas zonas

estudiadas (fig.V.2). En cambio, EDTAen concentraciones

variables produjo comportamientosdiferentes entre ambostejidos,

como ser un pico de unión a ADNpor parte de los receptores de la

MEcon EDTA0.5 mM(Fig.V.l). Los receptores del HC no presentan

dicho pico y el mínimo de unión con concentraciones de EDTA SmM

es menor que el obtenido en receptores de ME.Esta diferencia se
hace notable en el gráfico V.4 donde se estudia únicamente una

sola concentración de EDTA(3mM) o sin agregado del quelante,

siendo la mismasignificativa con p<0.05 para HCvs MEutilizando

EDTA. Al analizar únicamente los sitios tipo II, el

comportamiento diferencial se hace más importante (Fig. V.3),

siendo las diferencias significativas.

Los resultados presentados sugieren que el mecanismo de

transformación, estudiado a través de la unión del receptor tipo

II a ADN-celulosa, es diferente entre MEe HC. Es posible que la

estructura del receptor difiera a nivel del "dedo" que une Zn y

es el responsable de unirse a ADN[81,181]. Así, la mayor

sensibilidad del receptor tipo II del HCal EDTApodría deberse a

un mayor contenido en Zn de esta metaloproteina, con respecto al

receptor homólogo de la ME. En combinación con las diferencias

mencionadas en capitulos anteriores, todo hace pensar que estamos
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en presencia de dos receptores tipo II diferentes en su

estructura o función, comosugerimos en trabajos anteriores de

nuestro laboratorio [60]. Esta hipótesis puede reforzarse
mediante diversos estudios sobre la afinidad de los sitios

receptores por el ADN,si fuera posible revertir el efecto del
EDTAmediante el tratamiento con Zn u otros metales de

transición.
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CONCLUSIONES

CAPITULO VI



CONCLUSIONES FINALES

Los trabajos presentados en los capítulos anteriores

representan un estudio comparativoentre los sitios receptores

del HC y la ME. El primero, como ya mencionamos, es una zona del

SNC extremadamente sensible a las hormonas corticoadrenales

sanguíneas por su elevada concentración de sitios de unión _para

GC y MC,convirtiéndolo en un tejido blanco importante, y muy

estudiado, dentro del SN [2]. Las condiciones mencionadas lo

convierten en una zona de referencia obligada para estudios

comparativos de receptores de hormonas corticoadrenales en

distintas zonas del SN, como ser la ME.

Por otra parte la MErepresenta, por varias razones, un

sistema único para el estudio de los mecanismosde acción de las

hormonas adrenales. La primera de ellas recae en la simpleza de

la MErespecto de otras zonas del SN, con lo que se puede obtener

mucha información sobre los mecanismos de acción de los GC con

diseños experimentales relativamente sencillos. Segundo, la

neuroanatomia de la ME permite localizar los efectos hormonales

en regiones especificas, algo más complejo de realizar en el

encéfalo. Tercero, los GCtienen una acción directa en la

fisiología de la ME, tal comofue mencionado en la introducción
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[185]. Estas razones justificaron el comienzo de las

investigaciones en la ME, en una primera etapa a cargo del Dr.

Orti [32], Por parte de nuestro laboratorio.

Resultados previos observados en nuestro laboratorio,

los cuales no distinguen entre las distintas poblaciones de
receptores, mostraron que no habia diferencias significativas
entre los sitios de unión de la ME y el HCen cuanto a los

parámetros fisico-quimicos y la cinética de los receptores (32].

La única diferencia encontrada fue sobre la captación nuclear in

vivo de (3H)CORT, que resultó anormalmente baja en los núcleos

purificados de la ME[36]. Hallar el porqué de esta diferencia

llevó a la concreción de los trabajos aqui presentados y a una

descripción más detallada de los sitios de unión de GCen la ME.

En la primera serie de trabajos experimentales,

comentadosen el capitulo II, se pretendió investigar una serie

de hipótesis que podrian explicar el comportamiento diferencial
encontrado entre los sitios de unión de la ME y el HC. Las

hipótesis planteadas eran esencialmente dos, la primera
involucraba diferentes afinidades de los sitios receptores in

vivo, la segunda planteaba problemas en la transformación/

translocación de los receptores de la ME que impedirian su

detección en la fracción nuclear. Los resultados de las
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mediciones de afinidad in vivo, reflejados en los valores de los

IDso, no mostraron diferencias entre las dos zonas, en

concordancia con los experimentos in vitro [32]. Las posibles

diferencias en la transformación/ translocación fueron

investigadas desde dos ópticas diferentes. Una aproximación

planteaba la existencia de inhibidores de dichos procesos en la

ME,habida cuenta de distintas publicaciones que mencionaban la

existencia de dichas sustancias en tejidos sensibles a hormonas
esteroides [91,127]. La presencia de dichos inhibidores fué

confirmada por nuestros resultados experimentales, pero la

concentración de esta/s sustancia/s era similar tanto en ME como

en HC. Por otra parte, se estudió la sensibilidad del proceso de

transformación a la acción de ribonucleasas, dado que numerosas

publicaciones involucraban a moléculas de ARNrelacionadas con

dicho proceso [67,87,89]. Los resultados muestran cómolos sitios

receptores del HCson sensibles a la enzima, en cuanto al proceso

de transformación, respecto de los sitios de ME.

Los experimentos diseñados con el fin de encontrar

posibles causas de la diferente captación nuclear de CORT

tritiada por parte de la ME y el HC, dieron lugar a la

observación de otro comportamiento diferencial relacionado con

los sitios receptores de ambas zonas, como fue la distinta

sensibilidad a la enzima ARNsaA. Los experimentos enumerados en
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el capitulo II sólo permiten establecer un enlace indirecto entre

las dos diferencias halladas en el comportamientode los sitios

receptores de la MErespecto del HC, por lo que, con los

resultados hasta aqui presentados, la menor captación de hormona

radiactiva por parte de núcleos de MEpodría estar relacionado

con diferencias en los procesos de transformación/ translocación,

ya que, como se mencionó anteriormente, moléculas de ARN podrian

estar involucradas en ambosprocesos [69,71,87].

Por otra parte, eran numerosas las publicaciones que

demostraban la heterogeneidad de sitios de unión para GCen el SN

[2,7,8]. Estas publicaciones indicaban la existencia de al menos

dos sitios de unión intracelulares, los sitios tipo I y tipo II,
a semejanza de la nomenclatura utilizada por Funder y col. en

riñón [99]. Nosotros investigamos la presencia de mas de un sitio

de unión y la eventual distribución de dichos sitios en la ME

[cap III], utilizando (3H)DEX, (3H)CORTy la presencia de

competidores especificos de los distintos sitios de unión comoel

RU-28362. Los datos obtenidos por experimentos de competencia y

de saturación de sitios indicaban la existencia de heterogeneidad

tanto en la MEcomo en el HC, y además que la distribución de

sitios era diferente. Mientras que en el HCla concentración de

sitios tipo I y tipo II es similar y la relación sitios I/sitios
II se encuentra cercana a la unidad, en la MEla situación es
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totalmente diferente ya que la concentración de sitios I es muy

baja. La gran concentración de sitios tipo I en HCrespecto de

otras áreas del SNes una observación ya publicada anteriormente
[2].

Cuandose investigó el comportamiento de los distintos

sitios de unión de la MEy el HC frente a la enzima ARNsay la

unión a ADN-celulosa, también encontramos diferencias. Mientras

que en el HCambos sitios de unión fueron sensibles a la acción

de la enzima, en la ME sorprendentemente los sitios tipo I

también fueron sensibles a la acción de la ribonucleasa, pero los

sitios tipo II permanecieroninmutables. Estudios posteriores

utilizando cromatografias en columnas de ADN-celulosa y

gradientes de KCl para la elución de los receptores

transformados, insinúan un comportamiento diferente en cuanto a

la concentración necesaria de KClpara eluir los sitios tipo II

transformados de MErespecto de los mismos en el HC. Esta

diferencia en el comportamiento en una columna de ADN-celulosa

eluída con un gradiente de concentración de KCl coincide con los

resultados encontrados por Ghering y col. [159,186], que

describen la existencia de diversas formas mutantes de los

receptores de GCen linfocitos, unos del tipo normal llamados

wild type o wt, otros con gran afinidad por ADNllamados nt1 y

finalmente otros con afinidad reducida por ADNllamados nt“, y

-200­



que poseen diferente capacidad de translocación nuclear y unión a

ADN.En conclusión, los sitios tipo II de la MEresultaron de

comportamientodiferente a los sitios tipo II del HC, frente a

columnas de ADN-celulosa. Esta última frase podría implicar que

las diferencias de comportamiento del HCrespecto de la ME en

cuanto a los receptores, se deberia sólo a las diferencias entre

los sitios tipo II de ambas zonas. Esta hipótesis de una

heterogeneidad de función de los sitios tipo II de MErespecto de
los mismos del HCse encuentra apoyada por trabajos previos de

Ghering [159,186], y podrian corresponder a distintas clases de

receptores encontradas por este autor en linfocitos.

Por lo tanto, podemos puntualizar los resultados

alcanzados hasta aqui de la siguiente manera: a) heterogeneidad

en los sitios de unión de glucocorticoides; b) alta afinidad de

los sitios tipo I por (3H)CORT[cap III] y c) diferencias entre

los sitios de unión tipo II de MEy HC. Estos hallazgos permiten

explicar las diferencias encontradas en la captación nuclear in

vivo de (3H)CORTinyectada en dosis trazadoras por via i.v.,

descripto en el capitulo II [32,36]. Bajo las condiciones del

ensayo in vivo se inyectaron dosis trazadoras de (3H)CORT, dada

la alta afinidad de esta hormonapor sitios tipo I [7,151,161],

es razonable suponer que la alta concentración de estos sitios de

unión en el HCpermitió que captara la hormonauniéndose al sitio
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I. Por otra parte, la concentración de sitios tipo I en MEes muy

baja y por lo tanto este tejido captó menos hormona y la

translocación al núcleo fue menor a la esperada puesto que sólo

los sitios tipo I translocaron, ya que eran los únicos ocupados

eficientemente en ambos tejidos. La única opción a esta

explicación es que no contempla la captación de (3H)CORT

determinada en el homogenato que concordaba con la esperada dada

la concentración de sitios de unión totales medidos. Esto indica

casi con seguridad que en la MEla hormona (3H)CORTestaba unida

también a sitios tipo II, que son los mayoritarios. La

explicación a esta nueva opción, es atribuible en forma indirecta

a las diferencias encontradas para los sitios de unión tipo II

entre MEy HC(comentadas en el párrafo anterior). Esto llevaría

a pensar que los sitios tipo II de ME,ocupados en forma parcial

por (3H)CORT,no habrian translocado al núcleo o lo hicieron en

forma deficiente.

La hipótesis de la translocación deficiente de los

sitios tipo II de ME al núcleo podría estar apoyada por los

trabajos experimentales desarrollados y comentadosen el Capitulo

V. Los mecanismos por los cuales los sitios receptores de

hormonas esteroides se unen al ADNnuclear, han sido descriptos

por numerosas publicaciones [81,77,103]. En ellas se muestra la
existencia de estructuras llamadas Zn Fingers o dedos de zinc,
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que serían las zonas encargadas de la unión a ADN[cap I y V].

Los resultados obtenidos en el laboratorio muestran que exsiste

un comportamiento diferente de los sitios tipo II de MEe HC

respecto de la afinidad a ADNa diferentes concentraciones de

EDTA, un conocido quelante de metales de transición. Estos

resultados parciales indicarían que existiría alguna diferencia
estructural en el dominio de unión a ADNde los sitios receptores

tipo II de MErespecto de HC, y tal vez ésto Justificaría; una
translocación deficiente de los sitios correspondientes a ME.

Finalmente, estos resultados se agregan al conjunto de evidencias

que , sin ser concluyentes, indican la existencia de sitios tipo

II diferentes en la MErespecto de los mismos en el HC.

Durante el desarrollo del trabajo experimental para

determinar los parámetros de unión de los sitios tipo I y tipo II

de la MEy el HC, encontramos otro dato diferencial entre los

sitios tipo II de las dos zonas estudiadas [cap IV]. La afinidad

de los sitios tipo II de la ME por (3H)DEXes menor que la que

poseen los sitios tipo II del HC. Este dato se contrapone con los

resultados obtenidos por el Dr Orti [32], pero hay que tener en

cuenta que fueron realizados tomandoa los sitios receptores en

conjunto y no diferenciados en subtipos I y II comoes nuestro

caso. No seria correcto decir que los receptores de GCen ME
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poseen la misma afinidad in vitro que los receptores de GCen HC

como se mencionó en el cap II, a la luz de los datos expuestos en

el cap IV.

Un resultado inesperado se encontró cuando se estudiaron

las afinidades de los sitios tipo I y tipo II por (3H)DEXen HCy

ME. Trabajos publicados anteriormente mencionaban que dicho

ligando radioactivo poseía más afinidad por los sitios tipo II

que por los sitios tipo I [2,9,100]. Bajo las condiciones
experimentales utilizadas en nuestro laboratorio [cap IV],

encontramos que la hormona (3H)DEX posee más afinidad por los

sitios tipo I que por los tipo II, y además, que dicho resultado

dependía del método experimental utilizado para la determinación

de la afinidad. Trabajos publicados recientemente por Luttge y

col. confirman los resultados mencionados [101]. Adicionalmente

se realizó un estudio para determinar las posibles causas de la

influencia de la metodologia empleada para la determinación de

los parámetros de unión de los sitios receptores.

Para finalizar, podemosconcluir que hemos profundizado

en la descripción de los sitios receptores de la ME y el HC.

Encontramosque existía heterogeneidad en los sitios de unión de

GC en ME, que la concentración de los diferentes sitios
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receptores (tipo I y II) en MEera distinta a la concentración en

HCy además hemos hallado una serie de sugestivas diferencias,

todas ellas encontradas en los sitios tipo II, a saber:

a) Insensibilidad de los sitios de la MEa la acción

de la enzima ARNsa.

b) Posible comportamiento diferencial en la elución
de columnas de ADN-celulosa.

c) Menorafinidad de los sitios receptores de ME por

la hormona (3H)DEX.

d) Comportamientodiferencial respecto de la acción

del quelante EDTA en su acción frente a la unión

de los sitios receptores transformados a ADN­

celulosa.

este último ítem podria significar una diferencia estructural en

el dominio de unión a ADN,de los receptores tipo II de la ME

respecto de los mismos en el HC. Faltan experimentos de

confirmación de estos últimos resultados, pero es posible sugerir

que frente a las diferencias encontradas estamos en presencia de

sitios tipo II en MEdiferentes a los sitios tipo II de HC, lo

que podria llamarse una heterogeneidad tisular de los sitios

receptores. Sugerimos que la ME expresa una variante de los
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sitios tipo II, aunque al momento actual se desconoce si las

diferencias con el HC se deben a distintos genes, a cambios

transcripcionales o post-transcripcionales del ARNmdel receptor,

o a variaciones de la proteína receptora, debido al microambiente

presente en la ME,que podria ser diferente al del HC.7;w
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