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INTRODUCCION GENERAL

El complejo conjunto de fenémenos que operan a nivel de
un ser viviente supone no s6lo un numero extenso de reacciones,
sino también una sutil y eficiente interrelacién entre éstas. A
nivel molecular ello significa que cualquier transformacién 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 adecuan a los requerimientos celulares en

un momento dado.

Los organismos multicelulares han seguido una estrategia
de adaptacién al medio que implica la agrupaciétn vy la
diferenciacién en 1la cual <cada célula cumple papeles
determinados. Conjuntos de células que cumplen una misma funcién
se constituyen en tejidos y asi diferentes tejidos se conjugan
como 6rganos, dentro de un organismo multicelular complejo como
son los mamiferos. La interrelacién entre las diferentes células
del mismo o distintos tejidos y O6rganos es un mecanismo
primordial para la supervivencia de los organismos
multicelulares. Esta interrelacién implica la existencia de vias
de comunicacién entre las mismas células del conjunto. Las formas
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de comunicacién entre las diferentes células es muy variada, asi
como también la informacién intercambiada. Un tipo de transmisién
es el protagonizado por mensajeros hormonales que, en respuesta a
cilerta clase de estimulo, wun tejido secreta. Estas sustancias
poseen estructuras muy especificas y hacen las veces de seflal que
puede ser captada por receptores celulares sensibles a estas
hormonas y que se encuentran en células distantes de aquellas que

originaron la sefial [1].

El sistema nervioso central (SNC), como tejido altamente
especializado, no escapa a los mecanismos de interrelacién. El
cerebro es muy sensible a los niveles de distintas hormonas que
circulan por sangre [2]. Descubrimientos como la neurosecresién
por Speidel (1919) o Scharrer (1928), y los hallazgos del control
nervioso y neurochumoral de 1la hip6fisis por parte de Popa Yy
Fielding (1930), han sentado las bases de la neuroendocrinologia
vy la vieién del cerebro como gldndula secretora de hormonas y

neurotranemisores [3].

Una definicién de hormona propuesta por Huxley en 1835,
que pone énfasis en la funcién biolégica de las miemas, indica
que estas sustancias se deben considerar primeramente como
moléculas que transfieren informacién de un grupo de células a

otro, para el bienestar de la poblacién celular en su conjunto.
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Existen diferentes tipos de hormonas entre las cuales se
encuentran las hormonas esteroideas, las cuales derivan todas de
un precursor comin que es8 el colesterol. Este grupo de hormonas
incluye a 1los Glucocorticoides (GC), Mineralocorticeides (MC),
Progesterona, Estrégenos y Andrégenos. Todo este conjunto de
sustancias hormonales poseen efectos biolégicos diferentes entre

8i que dependen en cierta medida de su estructura quimica.



ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS CORTICOIDES

ESTRUCTURA QUIMICA

Quimicamente, se considera como glucocorticoides (GC) a
las moléculas del grupo del cortisol y la corticosterona (CORT).
En cambio la 1l1-desoxicorticosterona (DOC) es considerada como un
mineralocorticoide (MC) puro. La figura I.1 indica las
estructuras planas de 1los corticoides mencionados, que muestran
caracteristicas comunes como 8on: un grupo ceto en C3, doble
enlace entre C4-C5, un grupo ceto en C20 y un grupo hidroxilo en
CZ21. El grupo hidroxilo en el Cl1l pareceria marcar la diferencia
entre MC y GC. La aldosterona (ALDO), que es MC casi 100 veces
mas potente que DOC, posee al igual que los GC un hidroxilo en
Cl1l (fig. I.1), pero el grupo aldehido en el C18 hace que 1la
forma aldehidica o forma abierta de 1la molécula esté en
equilibrio con tautémeros ciclicos en loe cuales el Cl18 reacciona
con los hidroxilos estéricamente cercanos. En los fluidos
biolégicos el equilibrio se halla desplazado hacia uno de 1los
tautémeros, verificdndose, entonces, la ausencia del grupo

ubicado en el Cl1 de la molécula de MC [4]).
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Figura I1.1: Estructuras planas de loe corticoides. Las hormonas
Corticosterona y Cortisol son glucocorticoides (GC), siendo 1la
primera el GC principal de la rata. l1l1-desoxicorticosterona y 17-
hidroxi-ll-desoxi-corticosterona son mineralocorticoides (MC),

pero menos potentes que Aldosterona (ALDO), que se muestra en sus
formas abierta y ciclica [4].



BIOSINTESIS

La corteza adrenal es la gladndula endé6crina encargada de
la produccién de los GC y MC. Esta se encuentra dividida en tres
zonas morfolégicas, zona glomerulosa, fasiculada y reticular. Las
zonas fasiculada y reticular son las encargadas de la biosintesis
de loe GC bajo el control hipofisario que ejerce 1la hormona
adrenocorticotrofina (ACTH). La zona glomerulosa, relativamente
independiente de ACTH, produce MC. El origen sintético de todas
las hormonas esteroideas es el colesterol, molécula que posee 27
dtomos de C, que puede ser captado por el tejido esterolidogénico
desde la sangre (tal vez la via primordial) via lipoproteinas de
baja y alta densidad (LDL y HDL), o ser sintetetizado de novo a
partir de acetato. El1 colesterol aportado a las células por las
lipoproteinas, se esterifica con dcidos grasos y se deposita en
el citoplasma en forma de gotas lipidicas, éstas se hidrolizan a
colesterol 1libre por accién de 1la colesterol esterasa y es
admitido que el colesterol libre es el precursor activo de las

hormonas adrenales.

La sintesis de GC comienza por la ruptura de la cadena
lateral del colesterol por parte de un sistema multienzimédtico
mitocondrial que a-hidroxila en C20 y C22 y luego una desmolasa

rompe la unién entre loe dos &tomos de C mencionados dando lugar
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a la pregnenolona mas &cido isocaproico. La formacién de cortisol
vy corticosterona tiene lugar por la accién concertada de enzimas
mitocondriales y microsomales a partir de la pregnenolona que da
lugar a la progesterona (via delta 4) o bien a la 17a-hidroxi-
pregnenolona (via delta 5). A partir de esta 1wultima se forma
cortieol, mientras que en especies animales que no tienen 1la
enzima 17a-hidroxilasa (ratén y rata) la progesterona origina la

corticosterona (CORT) [5].

IRANSPORTE

Dado el cardcter hidrofébico de 1la mayoria de los
corticoides adrenales, éstos son transportados por la sangre
unidos a proteinas plasméticas. Las fuerzas involucradas en esta
asociacién son uniones puente hidrégeno e hidréfobas, es decir,
no covalentes. La introduccién de hidroxilos y grupos carbonilo
al esqueleto de 1la molécula de los corticoides, aumenta 1la
polaridad de 1la misma y tiende a disminuir la proporcién de
hormona unida a proteinas del plasma. Esto ultimo se llama Regla
de la Polaridad, que indica que cuanto mae polar es un esteroide,
menor es su tendencia a asociarse con proteinas transportadoras,
lo cual eignifica que la CORT tiene mayor tendencia a unirse a
proteinas que el cortisol, y éste a su vez mayor tendenclia que la

ALDO.



El complejo entre el GC y las proteinas séricas estda en
equilibrio dinédmico, ya que existe una proporcién de hormona que
no estd4 unida a proteina y que por lo tanto viaja 1libre en
prlasma. Tres son 1las proteinas encargadae del transporte de GC:
albimina, a—-1-glicoproteina 4&cida y transcortina (CBG). La
afinidad de éstas por loe GC depende de la temperatura, siendo
mayor a 4°C que a 37°C. El1 cortisol y CORT se unen
rreferentemente a CBG; cuando los niveles de cortisol plaesmético,
qQue normalmente estén dentro del rango de 10-20ug/dl, superan loe
30-40ug/dl, el exceso de hormona se une a albimina. En
condiciones basales el cortisol se halla unido a transcortina en
un 77.3%, mientras que la albimina une 15% y el 7.7% restante

estd libre.

La importancia de las proteinas séricas transportadoras
de GC radica en que la hormona biolégicamente activa es la que
estd libre, y no la que se halla unida a proteinas. Eete hecho se
manifiesta en 1la mayor potencia biolégica de los esteroides
sintéticoe que no se unen a CBG y circulan 1libres en sangre
(5,6]. Algunos laboratorioe le asignan a las concentraciones de
proteinas transportadoras en sangre una funcién adicional dada la
existencia en tejido periferico y cerebro de heterogeneidad en la
poblacién de sitios receptores para GC. Eesta heterogeneidad
implica la existencia de més de un sitio de unién para CORT en
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varlas especles estudiadas, es decir que dicha hormona se une con
alta afinidad a sitios receptores tipicos de MC tanto como a
sitios especificos de GC, estos Gltimoe inclusive con menor
afinidad. La regulacién del acceso de CORT o ALDO a los
receptores estaria dado, entre otros factores, por los niveles de
CBG en sangre, e indirectamente por la cantidad de CORT unido a
CBG, en tanto que ALDO tendria una proporcién mayor de hormona

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

ACCIONES FISIOLOGICAS

Generalidades

Los GC eon hormonas sistémicas que regulan el
metabolismo en la mayoria de las células de los mamiferos. El
término Glucocorticoide se originé al comprobarse que estas
hormonae regulaban el metabolismo hidrocarbonado, aun cuando

muchas funcionee no eetén en relacién con 1los hidratos de

carbono.

Sus acciones ee pueden clasificar en anabb6licas vy
catab6licas, aunque esta clasificacién no encuadra numeroeas
funciones dentro del sistema nervioso central (SNC), 1las que
comentaremos més adelante. Las acciones anabélicas o de sinteeile

son ejercidas principalmente en el higado, rifién y pulmén. En el
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higado hay g8luconeogénesis a partir principalmente de
aminodcidos. Promueve la captaciénn de aminoédcidos circulantes,
la induccién de transaminasas que convierten los aminoacidos en
a-cetodclidos que 8on los precursores de la glucosa. Ademas
promueven la sintesis de enzimas claves de la gluconeogénesis y
de la sintesis de glucé6geno, induciendo 1la deposicién de
glucégeno en el higado y 1la liberacién de la glucosa recién
formada a sangre. Estas acciones, en conjunto con la inhibicién
de la captacién de la glucosa por tejidos periféricos, cauean
hiperglucemia y pueden originar diabetes esteroidea si exieten

niveles ée€levados durante lapsos prolongados [5,8,10].

En el rifibn, los GC son también gluconeogenéticos vy
ademés activan la filtracién glomerular. En el pulmén, la accién
anab6lica se manifiesta por la aceleracién de la maduraciédn del
érgano en el feto mediante 1la induccién de la produccién de
dipalmitoilfosfatidil-colina, un surfactante pulmonar.
Adicionalmente suprimen la inflamacién, inhibe numerosas
reaciones inmunes e inhibe secrecién de hormonas y neuropéptidos

(10].

Los efectos catab6licos incluyen 1la proteélisis en
misculo, tejido linfoideo,tejido conectivo y hueso, ademés de 1la

lip6lisis en el tejido adiposo (tabla I.A).
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Tabla I .A: Efectos estimulantes e inhibitorioe de los GC.

. Depbeito de glucédgeno en higado

2. Gluconeogénesis a partir de aminodcidos en higado

3. Captacién hepdtica de aminodcidos circulantes

4. Transaminasas hepéticas

5. Biosintesis de proteinas en el higado

6. Lip6lieis en tejido adiposo

7. Formaci6n de cuerpos ceténicos

8. Filtracién glomerular renal

9. Eritropoyesis y leucopoyesis

10. Secrecién estomacal (&cido clorhidrico y pepsina)
11. Elevacién de la presiédn arterial
12. Resistencia al estrés
13. Propiedades cardioténicas

14. Crecimiento y maduracién del pulmén fetal

Efectos iphibitorios

1. Captacién de glucosa por células periféricas

2. Metabolismo proteico en misculo, hueeo y tejido linfoideo
3. Lipogénesis en tegido adiposo

4. Reabsorcién tubular renal de agua

5. Numero de eosiné6filos, basé6filos y linfocitos en sangre
6. Crecimiento del tejido linfdtico normal y patolégico
7. Sintesis de matriz 6sea (osteoporosis)

8. Reepuesta inmunitaria

9. Respuesta anti-inflamatoria y anti-alérgica

10. Secrecién de CRF y ACTH

11. Supresién de mediadores: citoquinae, prostanoides,

quininas, serotonina

{Modificado de A.F.De Nicola, en "Endocrinologia Molecular®” (R.
S. Calandra y A.F.De Nicola editores). El Ateneo, Buenos Alres,
pp. 199-219 (1985)}.



Todos los efectos enunciados son de dificil
interpretacién a la hora de unificarlos para entender o hallar el
factor comin que subyace en las acciones mencionadas [10]. La
idea que se tenia hace algunos afios era que los glucocorticoides
se liberaban a circulacién ante una amenaza a la homeostasis
corporal con la funcién de ayudar o exacerbar los mecaniemos
corporales encargados de contrarrestar los efectos causados por
el estrés. Actualmente se cree que la acciédn de estas hormonas
tienden a suprimir los mecanismos defensivos corporales para
evitar que una reaccién prolongada de éetos produzca,
parad6jicamente, dafio al mismo organismo que los habia generado

como respuesta ante factores estresantes ([8,10]

Efectos en SNC

Los corticoides disparan una multitud de efectos en el
SNC, éstos van desde la regulacién del crecimiento celular vy
diferenciacién a alteraciones en.la actividad electrofisiolégica
de las neuronas. Es sabido que los corticoides también influyen
en los patrones de comportamiento animal y humano. Por ejemplo,
se ha determinado una relacién entre niveles altos de corticoides
en sangre Yy cuadros depresivos en humanos [11]. Por otro lado,
debido a la multiplicidad de efectos ejercidoes por los

corticoides en SNC, la distincién cléeica entre GC y MC en base a
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los efectos desencadenados en tejidos periféricos podria no ser
apropiada o adecuada cuando se habla de 1los miemos en este

sistema [12].

El SNC es capaz de captar esteroides adrenales, entre
ellos CORT. La captacién de hormonae por el cerebro ha sido
estudiada mediante la inyeccién de cantidades trazadoras de
hormonas radioactivas. La zona mds importante en la acumulacién
de corticoldes, derivada de los estudios de captacién realizados,
es la zona limbica, s8iendo ademds el eitio de acciébn méds
importante [(12,13]. Con el objeto de ejercer su accién en el SNC,
los corticoidee deben atravesar 1la barrera hematocefélica.
Estudios realizados por Perdridge y Mietue [14] indican que el
pasaje de dichas hormonas por la barrera es del tipo no saturable
y probablemente ocurra mediante difueién eimple, dadas las

caracteristicas liposolubles de estas hormonas.

Los GC tienen efecto inhibitorio en el crecimiento vy
proliferaci6én de células nerviosas. El1 efecto mds notorio es una
disminucién en el peso tisular de cerebro y cerebelo de ratas
(15,16], y ademds hay disminucién del contenido de ADN en dichos
tejidos, pero eeta menor cantidad de &cidos nucleicoe es debida a
menor divisién celular y no a necrosis del tejido, tanto nervioeo

como de glia [17,18]. Ademds de inhibir la proliferacién celular,
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la administracién de GC retarda el desarrollo del érbol
dendritico (18] y podrian interferir en 1la normal formacién de
sinédpeis, también se ha visto que suprime la mielogénesis en el
sistema nervioso en desarrollo. La administracién neonatal de GC
a ratas provocan el atraso en la maduracién de potenciales
evocados ([20] y cambios en loe patrones de comportamiento en la
natacién [21]. Estos animales sufren polidipeia (22] y problemas

de regulacién 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 1la cresta neural ([12],
también aumenta la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa en
una linea celular de neuroblastoma derivada de ratén [(24,25],
estimula la acetilcolinesterasa y 1la colina-acetiltransferasa
particularmente en cerebelo [12,26] y también 1la glicerol
fosfatodeshidrogenasa y 1la ornitina descarboxilasa [12,27].
Ademéds activan la sintesis de glutamina sintetasa en aetrocitos

(28].

Los GC modulan la transmisién sindptica excitatoria vy
inducen el aumento de sintesis de serotonina [25], modulan la
recaptacién de GABA ya que animales adrenalectomizados presentan
un aumento de la recaptacién del neurotranemisor, efecto

revertido por la administracién de CORT [25].
-15-



Retroalimentacién negativa de GC en SNC

En cuanto a la regulacidén de la sintesis y secrecién de
CRF y ACTH, por parte de 1los GC, éstos cumplen un rol muy
importante y muy estudiado respecto de su accién en el SNC. Desde
Juego, la regulacién de la liberacién de ACTH por parte de los GC
estd dada principalmente, en tejidos extranerviosos, en 1la
adenohip6fisis, la cual es sensible a altas concentraciones de GC
circulantes [2]. En este tejido, la eintesis/procesamiento vy
secresién de productos derivados de 1la proopiomelanocortina
(POMC) est& bajo control inhibitorio de los GC, los que actiuan a
nivel genémico suprimiendo la expresién del gen de la POMC ([29].
Dentro del SNC la regulacién por retroalimentacién negativa, que
ejJercen los GC, estd centrada en el hipotdlamo, influyendo en 1la
sinteeis y 1liberacién de CRF [(30], y también en areas
extrahipotaldmicas, principalmente el hipocampo, zona
extremadamente sensible aun a bajos nivelee de hormonas

circulantes [(2,31].

Glucocorticoides y Médula Espinal

La ME es capdz de concentrar distintos esteroides como
estradiol, andrégenos y corticosterona, tanto en rata como en
pollo [32-36]. Correlacionado con estoe resultados, se observan
una variedad de acciones de los GC en esta regién del SNC. Por
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eJemplo, estas hormonas modulan la actividad de 1la enzima T-
Glutamil Transpeptidasa, involucrada en el transporte de
aminodcidos, en ME en desarrollo de pollo ([(37]. Ademéds se observd
que los GC modularian la recaptacién de 5-hidroxi- Triptamina (5-
HT) en ME de gato [38], también se comprobé que al administrarse
déesis agudas de corticoides a esta especie, aumentaban los
niveles de 5-HT, dopamina y noradrenalina en la ME a la hora de
haber comenzado el tratamiento [(38] y a las 24 hs del tratamiento
los niveles de estos neurotransmisores en ME eran menores que en
los controles; tal vez por accién de la hormona sobre la enzima

monoamino oxidasa ([38]

Cuando se emplea aceténido de triamcinolona (TA) se
observa que éste provoca un aumento en la velocidad de
recuperacién de neurotransmisoree almacenados, respecto de
controles [39]. Por otro lado los GC actuan sobre la actividad
electrofisiolégica de la ME. Los reflejos esegmentadoes de la ME
constituyen un arco reflejo que en su forma més simple involucra
una sindpsis y dos neuronas o 8ea lo que se conoce como reflejo
monosindptico. Tratamientos agudos o crénicos con GC afectan las

funciones reflejas en ME de gato [39].

Lo GC 8on usados amplia y rutinariamente en el

tratamiento de traumatismos de la ME [44]. Lae lesiones en dicha
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zona del ©SNC produce una variedad de efectos degenerativos
progresivoe [41-45], entre ellos procesos autodestructivos [42].
Las acciones benéficas de 1los GC en dichos traumas serian en
parte por su accién inhibitoria en la peroxidacién de los lipidos
de membrana, disminucién de 1la formacién de radicales 1libres
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 terapla por 1la falta de efectos beneficiosos
respecto de los efectos colaterales de las dosis de corticoides
empleadas [44]. Hall et. al. analizan parémetroe fieiolbdgicos en
ME dafiadas, como el flujo sanguineo en ME, y encuentran que désis
de GC sintéticos del orden ya mencionado produce mejoras en
dichos parédmetros pero débésis muy altas (60 mg/Kg) son menos

efectivas que las d6sis menores (30 mg/Kg) [43j.
Glucocorticoldes e Hipocampo

Distintas 4reas cerebrales acumulan corticoides, en
particular CORT en ratas, pero el HC se destaca mostrando la
mayor sensibilidad para captar y retener hormona aun con bajos
niveles de CORT circulante [8]. Si bien numerosas enzimas del SNC
y en especial del HC no se ven afectadas por los GC, algunas como

la enzima glicerol-fosfato deshidrogenasa estda influenciada por
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estas hormonas. Esta enzima es preponderantemente glial y estéd
relacionada con el metaboliesmo de 1los hidratos de carbono. El
transporte de GABA en terminales nerviosas presinapticas del HC
se vieron afectadas por 1los GC o 1la falta de los mismos en
animales ADX, mientras que otras terminales de distintas dreas
cerebrales no se vieron afectadas por los GC. Este efecto estaria
relacionado con la remocién de GABA de sitios presinépticos Juego

de su liberacién [8].

Las hormonas adrenales afectan el metabolismo de la 5-
HT, mientras que la remocién 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.
Aquil los GC aparecen como factores facilitadores de la génesis de

sistemas neuronales conteniendo 5-HT [8].

La accién de 1los GC en el eje hipotdlamo-hip6fiso-
adrenal estd muy estudiada [2,30,31]. Fuera del hipotdlamo el HC
Juega un papel muy significativo en la regulacién de la secrecién
de ACTH [2]. Lesiones en el HC mostraron ciertas alteraciones en
el funcionamiento del eje hip6fiso-adrenal (2], cuando se extrae
el HC se demostr6 una reduccién en la sensibilidad del eje al GC
sintético DEX [31,47], y 1lesiones en dicha zona del SNC inducen

un aumento de la secrecién, basal y en situacién de eaprés, de GC
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[2]. Asimiemo, la hipocampectomia produce aumento de la secrecién
de CRF y ACTH, y del ARNm para CRF en el nicleo paraventricular
(31,481, 1lo que testifica que el HC cumple una funcién

inhibitoria en el funcionamiento del eje.

Otra accién de los GC en el HC es la regulacién de la
accién del péptido intestinal vasoactivo (VIP) cerebral en la
acumulacién de AMPc en el HC. Se puede decir que el HC es un

sitio de interaccién entre neuropéptidos y los GC ([2].

Por otro lado 1los GC eetdn involucrados en el
envejecimiento y degeneracién del tejido nervioso del HC (48].
Una exposicién prolongada a GC, ya sea ex6genos o endégenos, en
concentraciones dentro del limite superior del rango fisiolégico,
lleva a pérdida de células nerviosas, en especial las neuronas
piramidales, ésto acompafiado de proliferacién glial e
infiltracién [48]. La accién de 1los GC, sobre la degeneracién
neuronal en HC, seria facilitatoria o coadyuvante de los efectos
téxicos de conocidos citot6xicos como el compuesto 3-acetil
piridina o de generadores de radicalee 1libres [49]. Estas
demostracionee se correlacionarian con los hallazgoe en ratas
viejas, en las que existen niveles elevados de GC circulantes,

asociados a pérdida neuronal hipocémpica 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 1los GC

circulantes y resistencia a la inhibicién con DEX ([511].

-21-



MECANISMOS DE ACCION DE LOS GC

Todos los efectos producidos por los GC en los células
llamadas blanco son mediados a nivel celular por receptores
intracelulares especificos. En 1968 Munck y col. hacen referencia
por primera vez a la existencla de sitios receptores para GC en

tejidos sensibles a estas hormonas [52,53].
RECEPTORES DE GC

Conceptualmente, el receptor hormonal es una
macromolécula capaz de unir sustancias biolé6gicamente activas
(hormonas o fdrmacos) producliendo una respuesta fisiolégica como
resultado de esa accién. Esta definicién conlleva dos conceptos
independientes: uno estructural que involucra el reconocimiento
hormona-receptor y su interaccién, y el otro es la activacién de
la respuesta celular producto de la interaccién anterior. Un
receptor, para definirlo como tal, tiene que cumplir cilertos
requisitos como ser: saturabilidad, baja capacidad, alta afinidad

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

Los receptores de hormonas esteroides son proteinas
heteroméricas intracelulares que en el caso de los GC se acepta
actualmente que se ubican en el citoplasma cuando no estén unidos

a hormona [40,52-55].



La unién de hormona al receptor es requisito previo para
que se disparen distintos eventos intracelulares. Un modelo de
estos eventos utilizado actualmente es el que se muestra en la
figura 1.2 [52]. Este modelo estd sustentado por numerosa
evidencia [54,56,57] e implica diferentes pasos, los cuales son
importantes en la mediacién del efecto final de la hormona en la
célula blanco [52]. Como se comenté anteriormente, las hormonas
esteroides viajan por sangre unidas mayoritariamente a proteinas
plasmdticas y la fraccién activa es la que viaja 1libre, en
equilibrio con 1la wunida a transportadores ([5,6]. El paso
siguiente involucra 1la entrada de la hormona al interior de 1la
célula. El proceso de entrada de la hormona a la célula seria,
segun algunos autores, por difusién simple a través de 1la
membrana plasmdtica [52,54]), s&aunque existen evidencias de 1la
existencia de transporte facilitado [58]. Una vez en el intérior
de la célula la hormona se une a su receptor. Como ya se
mencioné, la interaccién hormona-receptor posee caracteristicas
especiales (leer méds arriba), una de ellas es la alta afinidad
del receptor por la hormona especifica que permite, ain en bajas
concentraciones de hormona intracelulares, que el receptor
interaccione y una al esteroide ( en particular al GC) [52]. En
general, la constante de disociacién de 1los receptores de

hormonas esteroides (la inversa de la constante de afinidad) esta
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Cltoplasma

Proteina

Figura 1.2: Modelo ciclico de 1la accién de los GC en una célula
blanco. Los pasos indicados son 1los siguientes: 1) entrada ¥y
captacién de la hormona (G) por la célula; 2) unién de la hormona
a su receptor (R); 3) transformacién del complejo hormona-
receptor; 4) translocacién al nicleo; 5) asoclacién del complejo
con sitios especificos del genoma (GRE) [52].
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en el orden de 1-20nM segin el tejido [57,59,60], la cual esta
dentro del rango de las concentraciones fisiolégicas de hormonas
en sangre [52]. Otra caracteristica es la alta especificidad de
los sitios receptoree por 1la hormona correspondiente, en este
caso por los GC, lo que implica que posee baja afinidad por
hormonas esteroides diferentes como progesterona o estradiol

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

La tercera etapa de este modelo involucra la adquisicién
por parte del complejo hormona-receptor, recién formado, de 1la
capacidad de unirse a ADN. Este proceso se llama transformacién
(52,54,63,64). En ausencia de hormona el receptor normalmente no
interactia o no puede adquirir la capacidad de interactuar con
ADN [52], aunque existen trabajos que seflalan la existencia de
receptores sin hormona asociada wunidos a ADN (null recep?ore)
[65,65]. Por lo general se acepta que el receptor sin hormona
unida no interactda con ADN y que por lo tanto es inactivo [52].
A la transformacién del receptor 1le sigue el proceso de
translocacién del complejo al nicleo. Debido al PM del receptor
(aprox 97 KDa) el cual es mayor que 70 KDa, limite para 1la
entrada al nucleo por difusién simple, existirian mecaniemos de
importacién del mencionado complejo al interlor del micleo [52].
Existen trabajos que muestran 1la presencia de sefiales de
localizacién nuclear dentro de la estructura aminoacidica del
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Figura 1.3: Competicién de la unién de (3H)DEX en citosol de ME.
Citosol con (SH)DEX 10 nM se incub6 en buffer TEMG con molibdato
20mM s8in o con un rango de 10-1000 nM de 1los. sigulentes
competidores: DEX, TA, RU-26988, CORT, progesterona (PROG), ALDO,
estradiol (Ez) y testosterona (T). En al figura se graficé el %
de unién del ligando tritiado vs el log de la concentracién del
competidor (M). La afinidad relativa de unién (RBA) para cada
competidor se muestra debajo del grdafico. El1 valor RBA para DEX
se tomé como 100% {Tomado de Orti,E., Tesis Doctoral, 1985}.
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receptor de GC [66,67], que permitirian al complejo ingresar al
nucleo. También es posible que 1la asociacién del receptor con
clertos tipos de ARN [68-70] permitan tal importacién [67,71].
Adicionalmente 8e encontr6 qgque los receptores de GC estén
asociados indirectamente al sistema de microtubulos intracelular
de células intactas, a través de proteinas unidas al receptor

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

Finalmente, dentro del nicleo, los complejos hormona-
receptor se unen a sitios especifiéos del genoma 1llamados
elementos de respuesta a GC (GRE) [52,54,65,73). Estas secuencias
de bases gque 8e encuentran dentro del ADN, regularian 1la
velocidad de iniciaci6én de la transcripcién de grupos de genes
determinados, actuando sobre secuencias promotoras cercanas.
Estos elementos GRE son grupos de secuencias consenso del .tipo
TGTICT [(52,54,74). También existen trabajos que mencionan
acciones posttranscripoionales de los receptores de GC [54], que

involucran la estabilizacién de ARNm recién sintetizados [52].

Existen modelos del ciclo de los receptores para GC que
involucran los eventos posteriores, y poco estudliados, luego de
la accién genémica de los complejos hormona-receptor, esto es el
retorno al citoplasma y la posterior adquisicién de capacidad de

unién a un nuevo esteroide [55].
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Estructura de los Receptores de GC

La estructura de los receptores para hormonas .esteroides
en general y para GC en particular fue v es objeto de intenso
estudio. Actualmente se considera que el receptor de GC no
transformado, es8 decir sin hormona unida, es un oligémero
heter6logo que contiene un solo sitio de unién del esteroide, con
un peso molecular de aproximadamente 300 KDa que posee adosadas

distintoe tipos de proteinas que no unen esterolde [55,72].

Los primeros pasos en la determinacién de dicha
estructura implicaron la utilizacién de técnicas de digestién con
diferentes tipos de proteasas y condiciones controladas de
reaccién [52,54,56,75). Principalmente se utilizaron tripsina vy
quimiotripsina que dieron 1lugar 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 ADN y el
tercero y menos conocido que se denominé dominio inmunolégico ya
qQue los anticuerpos contra los receptores reconocian esta porcién

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

| ADN
Tripsina alta-Quimotripsina
Papaina Tripsina
Extracto Papaina
Lisosomico

Figura 1.4: Dominios del receptor de GC. El receptor presenta
tres dominios, cuyas propiedades son: A)contiene el sitio de
unién para ligando; B)contliene el sitio de unién para ADN vy
C)contiene el determinante inmunolégico. Los tres dominios pueden
separarse por accién enzimdtica y de extractos 1lisosémicos.
Tomado de Carlstedt-Duke y col. [56].

-28—-



aproximadamente 97 KDa [52,56]. La acci6én de las proteasas dio
lugar a un fragmento del receptor de PM aprox. 27 KDa que podia
unir esteroide pero no tenia afinidad alguna por ADN y no daba
reaccidén con anticuerpos anti-receptor, por lo que se estaba en
presencla de la porcién A (fig I1.4) [52,54,56]. Una proteblisis
mas suave daba lugar a un fragmento de receptor, de PM aprox. 32
KDa, capaz de unir al ligando y que poseia afinidad por ADN pero
no reaccionaba con anticuerpos ([56]. De 1los tres dominios
expuestos en la figura 1.4 el WGnico que reacciona con los
anticuerpos es el C por lo que se dedujo que dicha porcién del
receptor seria la mds expuesta o méds superficial de la molécula
del receptor [52]. Trabajos de Gustafsson y col. definieron que
el dominio A estd sobre el extremo carboxi terminal de 1la
molécula, el dominio que une ADN se encuentra adyacentg al
dominio A y el dominio C o inmunogénico es el qQue ocupa el resto

del receptor hasta el extremo amino terminal [54,75].

Con el advenimiento de las técnicas de ingenieria
genética y del clonado de secuencias de proteinas celulares, se
pudo obtener con méds detalle informacién sobre la estructura de
los receptores de hormonas esteroides. Con el clonado del gen del
receptor de GC [(65,76,77), se obtuvo la secuencia completa de
aminodcidos y la ubicacién de los dominios de unidén a esteroide y
ADN [52,65,73]. La zona de unién a esteroide, en el caso de los
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receptores de GC humanos, comprende los aa 528 a 777 (fig 1I1.5),
yva sabemos que ésto ee en el extremo carboxi-terminal del
receptor [52]. Al comparar receptores de distintas hormonas
esteroides en cuanto a la conservacién de la secuencia
aminoacidica en esta 2zona de la estructura proteica, las
diferencias son moderadas principalmente debidas a las
diferencias en estructura quimica de loe distintos 1ligandos
correspondientes a cada receptor [65]. En esta zona se encuentra
la especificidad estructural por un determinado esterolde. Si se
modifican aminocdcidos de esta porcién de 1la molécula por
mutaciones puntuales de 1los 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 reducldos (SH-) que son importantes
para la interaccién 1ligando receptor, ya que al usar reacéivos
que los oxidan o bloquean el receptor no puede unir al esteroide
[78,79]). Los andlisis de la estequiometria de 1la reaccién de
unién del ligando al receptor, revelan que existe un solo sitio

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

La zona adyacente al dominio de unién al esteroide

corresponde, como ya dijimos, a la porcién que une ADN. Esta
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Figura I1.5: Diagrama esquemdtico del receptor de GC humano. Se
seflalan 1las localizaciones de 1los dominios de unidén a ADN (aa
421-486) y de unién a esteroide (aa 528-777), sobre la porcién
carboxi-terminal de la molécula. El aminodcido 1 se ubica en el
extremo amino-terminal y el aminodcido 777 sobre el extremo
carboxi-terminal. Tomado de Distelhorst [52].
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porcién del receptor comprende unos pocos aminodcidos, entre 65 a
85 ama, y se encuentra en la mitad méds cercana al extremo carboxi-
terminal [52,65,80]. La composicién aminoacidica de esta zona del
receptor ha sufrido muy pocas variaciones no sélo entre
diferentes tipos de receptores, sino entre receptores simlilares
de muy diferentes especies animales, en otras palabras es una
zona cuyo cédigo esta altamente conservado [65]. En esta seccién
de 1la estructura del receptor se encuentran secuencias de
aminodcidos que reconocen sitios especificos dentro del genoma
celular, a los cuales se unen. Estos sitios de unién dentro del
ADN de la celula se llaman GRE [65). Analizando los amino&cidos
que componen esta zona de unién al ADN se encuentra que esta
enriquecida en cisteinas vy 1lisinas ordenadas en patrones
repetitivos, las cuales forman estructuras especificas de wunion
al genoma 1llamadas Zinc fingers o dedos de zinc [52,80]. Estas
estructuras han sido reconocidas en numerosas proteinas que
poseen la capacidad de unirse al ADN, ya sean receptores o no, y
qQue poseen propiedades regulatorias de la transcripcién genética
[81). Esta capacidad de regular la transcripcién, en la medida
que los receptores estén unidos a ligando, es un factor comin de

toda la familia de los receptores de hormonas esteroides.

La existencia de estas estructuras de unién al genoma
celular, ha recibido confirmacién por numerosos trabajos que
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indican el requerimiento de Zn para la unién del complejo
hormona-receptor al ADN o al menos la sensibilidad de esta unién
a la concentracién de conocidos quelantes de los metales de
transicién como EDTA u o-fenantrolina ([52,81-83]. Un dato
adicional lo provee la necesidad, también en esta porcién del
receptor, de grupos sulfidriloe reducidos para que se pueda unir
al ADN [78,79]. Numerosas proteinas reguladoras nucleares, las
cuales no son receptores, poseen esta estructura de unién al ADN,

que consiste en los zinc fingers [81].

Ademds de la familia de receptores de hormonas
esteroides cldsicas, existen otros receptores que no pertenecen
estrictamente a este grupo pero que poseen también un dominio de
unién al ADN de estructura similar a los anteriores y con un alto
grado de homologia con ellos. Estos receptores adicionales
corresponden a 1los de 1la hormona tiroidea, vitamina D (es un
esteroide), dcido retinéico y dioxina (52,65,73,80].
Adiclonalmente, el dominio de unién 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 hormonas esteroides cldsicas y los ya
mencionados en este pdrrafo (fig I1.6). Todos los miembros de esta
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superfamilia regulan la transcripcién de determinados genes o
grupos de genes, dependiendo de la presencia o no del 1ligando
correspondiente y se los llama genéricamente Factores Reguladores
Controlados por Ligando o LRFs [65]. Como su nombre lo indica,
estas moléculas intracelulares regulan los procesos nucleares

s86lo si la presencia del ligando las dispara.

Una propiedad muy interesante de esta familia de
receptores es que los dominios de unién de 1ligando y de ADN se
comportan en forma independiente [65,75). Esta conclusién est4a
dada por lo siguiente: mediante manipulaciones genéticas se han
construido pseudo receptores que consisten en el dominio de unién
a ADN del receptor de GC y el dominio de unién del 1ligando
correspondiente al receptor de estradiol, y se estudié el
comportamiento de la molécula sobre un gen dado (reporter gene)
que poseia el promotor del virus del tumor mamario (MTV),
conocido promotor regulado por los GC. El resultado consistié en
que la transcripcién del gen estaba a cargo o regulada por
estradiol en lugar de por CORT [65], ademds en ausencia de
estradiol dicho gen no se transcribia. Este resultado indica
hasta qué punto los dos dominios analizados son independientes

entre s8i pero necesarios para la completa accién de los
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Figura 1.6: Diagrama esquematico de 1los distintos receptores
miembros de 1la familia de receptores o LRFs. En 1la figura se
incluyen los receptores de progesterona humano (hPR), GC humano

(hGR), MC humano (hMR),

androgenos humano (hAR), estradiol humano

(hER), 4&cido retinoico humano (hRAR), hormona tiréidea humano
(hTaB) y el receptor de la vitamina D humano (hVDR). Loe
receptores hERR1, hERR2 y COUP no tienen ligando conocido. Se

seflalan los grados de

homologia de las distintas moléculas Yy, a

la izquierda, la cantidad de aminodcidos. Tomado de Carson-Jurica

y col. [84].



receptores ya que sin ligando no hay unién al ADN ni regulacién
de la expresién genética. En el caso que se delecione la parte
que une la hormona, el receptor mutado es capaz de unirse a ADN y
de regular 1la transcripcién de 1los genes especificos pero sin

necesldad de la presencia del ligando [80].

Por ultimo, la porcién del receptor menos conocida es la
zona o dominio inmunolégico ubicado en el extremo amino-terminal
del receptor de GC [52,73,75]. Esta zona podria modular 1la
funciébn del receptor y se la ha rebautizado dominio regulatorio
[73], ya que mutaciones en esta porcién de la molecula del
receptor provocan alteraciones en la actividad del receptor. Por
otro lado, 1la eliminacién total de este dominio no blogquea por
completo la accién del receptor [52]. De las tres porciones en
que se dividié el receptor ésta es la de mayor variabilidad entre
los diferentes tipos de sitios receptores de esteroides vy
registra la presencia de gran proporcién de aminodcidos 4&cidos

[(65].

A la estructura bésica del receptor se asocian distintas
moléculas, protéicas y no protéicas, que de alguna manera
intervienen en 1la funcién del mismo. La més conocida es una
proteina de peso 90 KDa con caracteristicas idénticas a las

proteinas llamadas heat shock protein 90 (Hsp 80), encontradas
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asocladas al receptor en pollo [85], por lo tanto se acepta que
dicha proteina es del tipo Hsp 90 (52,55,73]. Segun trabajos de
Munck y col., el receptor de GC lleva asociadas dos moléculas Hsp
90 (fig. 1.7)[55,73). Estas proteinas, muy abundantes en el
citoplasma celular, estarian asociadas al citoesqueleto [72], ¥y
cumplirian una funcién en el proceso de transformacién de 1la
molécula receptora ya que las proteinas Hsp 90 se encuentran
asociadas a ésta en situaciones previas a la transformacién. Al
unirse la hormona y producirse la transformacién, las Hsp 90 se

separarian de la molécula receptora [52,55,73].

Otra molécula asociada al receptor seria un tipo de
&cido ribonucleico (ARN). Numerosos trabajos 1indican que
porciones de ARN se encuentran unidos al receptor de GC y de
otras hormonas esteroldes, y que cumpliria un papel importante en
la transformacién del receptor [68-71,86-89]. Asi, la accién de
enzimas ARNsas aumenta la cantidad de complejo hormona receptor
unido a ADN-celulosa [36,68,86,90]. Vedekis y col. habrian
identificado el tipo de ARN asociado con el receptor como ARN de
transferencia (ARNt) [70]. Existen otros trabajos que especulan
con la posibilidad de gque el ARN asociado intervendria en 1la

importacién del receptor de GC al nicleo [71].
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También existen evidencias de asociaciones de otras
proteinas al receptor, una de aprox 59 KDa y otra de aprox 72

KDa. Todavia no han sido caracterizadas y su funcién se desconoce

[54,73].

Transformacién del receptor de GC

Como mencionamos en secciones anteriores, se acepta que
el receptor cuando no estd unido a 1ligando, 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 1.7 [55,73].

La unién del 1ligando, en este caso GC, dispara 1los
procesos posteriores, entre ellos la transformacién del mismo,
que terminan por regular la transcripcién de diferentes genes en
la célula efectora (65]. Esencialmente el proceso de
transformacién del receptor implica el pasaje de un estado de
baja afinidad por ADN, a un estado con capacidad de unirse a ADN
[62]). Eete proceso se puede reproducir en experimentos in vitro y
este cambio se refleja en el comportamiento del complejo hormona-
receptor en cromatografias con columnas de DEAE-celulosa, ADN-
celulosa, Carboximetil-celulosa, ATP-sefarosa (fig 1.8), ya aque
adquiere una alta afinidad por polianiones [32,91,92]. Se

considera gque el complejo H-R sufrié un cambio conformacional
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Figura I.8: Separacion de complejos transformados ¥ no
transformados por cromatografia en DEAE-celulosa. Los citosoles
de ME (paneles E-H) y de HC (paneles A-D) fueron preparados en
TEMG con molibdato de sodio (factor que inhibe la transformacién,
paneles A y E), para obtener los complejos no transformados, o en
TEMG sin molibdato de sodio (paneles B-D y F-H). Los citosoles se
incubaron con (2H)DEX ¥y luego se esometieron a condicionee de
transformacién, para finalmente sembrar en columnas de DEAE-cel.
equilibradas con buffer TEMG. La radicactividad unida se eluyd
con un gradiente lineal de fosfato de potasio 0-0.4 M. En las
fracciones se determiné radiocactividad (-o—-o-) y concentracién de
fosfato (———). Tomado de Orti E., Tesis Doctoral [32].
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que implica la exposicién de aminodcidos béasicos, antes ocultos,
que le dan la afinidad observada por polianiones [91]. Ademéds, se
especulaba con una defosforilacién del complejo [93]. Actualmente
se conoce con mas detalle este proceso que no involucra, al menos
en un principio, defosforilacién alguna, ya que seguin Munck vy
col. no existen cambios en el estado de fosforilacién 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 disoclacién implica
la separacién de las proteinas Hsp 90 del cuerpo principal del
receptor, exponiendo de esta manera el sitio de unién a ADN en el
complejo que 8e encontraba bloqueado [52,55], segin muestra 1la
figura 1.9. Hay evidencias experimentales qgque soportan este
modelo como la posibilidad de transformar el complejo H-R
exponiéndolo a alta fuerza i6énica o calentamiento suave, procesos
ambos que inducirian la separacién de las proteinas mencionadas
[36,52,54,90,92]. Mientras que sales como MoO4Naz estabilizan al

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

Otro modelo propuesto es el llamado modelo

conformacional (fig 1.10). De acuerdo & este modelo, la porcién
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Figurs 1.9: Proceso de transformacién del receptor de GC sgegin el

Modelo de Disociacién. En ausencia de hormona, el receptor esta
unido no covalentemente con doe moléculas de Hsp 80 manteniendo
el sitio de unidén a ADN inaccesible. Cuando el receptor se une a
la hormona (G), 1la molécula del receptor 8e disocia de las Hsp
90, dejando el dominio de unién a ADN accesible para unirse a
sitios especificos del genoma. Tomado de Distelhorst C. W. [52].
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Figura 1.10: Proceso de transformacién del receptor de GC segin
el Modelo Conformacional. En ausencia de hormona, la conformacidn
del receptor de GC es tal que 1la porcién carboxi-terminal del
mismo cculta al sitio de unién al ADN. Cuando la hormona (G) se
une al receptor, la conformacién del receptor cambia dejando
libre el dominio de unién a ADN. Tomado de Distelhorst C. W.
[52].
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carboxi-terminal del receptor, que es el dominio de wunién a

egteroide, bloquea el sitio de unién a ADN que 8se encuentra
adyacente. Este modelo se basa en resultados experimentales que
muestran gque al separar el dominio de unién 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 unién =a
esteroide posea una zona de unién a las proteinas Hsp 80 (de
hecho la poseen) [73], y por lo tanto, al separar esta porcién
del resto del receptor éste no puede unir, en el estado basal, a
las proteinas Hsp 90, y por lo tanto se une a ADN en ausencia de

hormona [52].

Estos modelos podrian sufrir complicaciones adicionales
debido a la existencia de otras proteinas asociadas al receptor,
ademds de factores que influirian en la unién del receptor a ADN.
No debemos olvidar 1la interaccién del receptor con moléculas
especificas de ARN que podrian jugar un rol fundamental en el
proceso de transformacién o translocacién al nicleo , aungue ésto

merece estudios més detallados [52,68-71,87-89].
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RECEPTORES DE GC EN EL SNC

La primera prueba de la existencia de sitios receptores
para GC en el SNC provino de los estudios de captacién in vivo de
esteroides radiomarcados, en cerebro de ratas ADX. La hormona
(3H)CORT, derivado radioactivo del glucocorticoide natural de 1la
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 1la hormona
marcada se acumule en los nicleos de 1las 4dreas cerebrales
estudiadas, indicaba posiblemente acciones al nivel del genoma

celular, tipico de los receptores de hormonas esteroideas [8].

Cuando se realizan las mismas experiencias con
diferentes esteroides marcados, éstos 8e acumulan en las
diferentes 4dreas cerebrales segun diferentes patrones. Por
ejemplo (3H)deoxicorticosterona y (2H)progesterona son captados y
retenidos pobremente mientras que el glucocorticoide sintético
(®H)DEX se acumula en cerebro en forma uniforme en numerosas
dreas del mismo, sin que existan, como en el caso de CORT en HC,

dareas preferenciales de acumulacién del esteroide [8].

Mediante técnicas Iin vitro de determinacién de la unién
de GC a sitios receptores, se ha ensayado la presencia de dichos
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sitios en diferentes citosoles correspondientes a distintas zonas
del SNC. La concentracién de los eitios de unién para (SH)CORT vy
(SH)DEX, resulté semejante a la encontrada por técnicas in wvivo.
Las caracteristicas fisico-quimicas de 1los receptores en el SNC
resultaron semejantes, pero no idénticas, a aquéllas encontradas
para los sitios de unién en tejidos periféricos (timo, higado,
rifién) [8]. Por medio de técnicas autoradiogrédficas en cortes de
cerebro de ratas inyectadas con los GC marcados, se obtuvo
también una distribucién semejante a la obtenida mediante las
técnicas antes mencionadas. Curiosamente, la captacién \'g
distribucién de la marca de (3H)ALDO era semejante a la obtenida
cuando se utilizaba (3H)CORT. Las células gliales captan también
GC pero con preponderancia de (SH)DEX sobre (3H)CORT, resultado

que recuerda lo observado en la hipé6fisis [8].

La regulacién del numero de sitios receptores, cuya
variacién es una forma de modular la respuesta del SNC a las
hormonas esteroides, estda a cargo de diferentes factores. Entre
ellos, estdn los factores ambientales, endécrinos y neurales.
Entre estos 1nltimos s8e encuentran los neuropéptidos y los
neurotransmisores, los cuales son capaces de regular la cantidad

de receptores para GC en el SNC [2,8].
Receptores en Médula Espinal
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Los numerosos efectos ejercidos por los GC en la ME
suponen la existencia de sitios receptores para estas hormonas.
Trabajos de Clarck y col. [94] muestran la presencia de unién de
GC a receptores en esta zona del SN, previamente se habia
estudiado la captacién de esteroides en la ME por técnicas
autoradiograficas y se encontré retencién de (SH)CORT en

motoneuronas medulares [95].

Trabajos posteriores, también por autoradiografias,
indican 1la captacién de (BH)CORT y (2H)ALDO en ME. Las
motoneuronas de las distintas zonas de la ME y neuronas del asta
posterior, captaron preferencialmente (3H)CORT, en cambio
(3H)ALDO fue captado por neuronas del asta anterior [96,97].
Experimentos realizados en nuestro laboratorio profundizaron en
esta linea de trabajo, caracterizando 1las propiedades fisico-
quimicas de 1los receptores de GCy MC en ME. Ademés, se
correlacionaron la unién de los GC a receptores con la regulacién
de dos enzimas: Glicerolfosfato deshidrogenasa vy Ornitina

descarboxilasa [27,32,60,62].

Heterogeneidad de los sitios receptores en SN

Una explicacién coherente con el hecho de que 1la
captacidén iIn vivo de (S3H)CORT y su distribucién en distintas
areas cerebrales sea diferente de la distribucién obtenida cuando
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se utiliza (3H)DEX, es la existencia de méds de un sitio de unién
para GC en SNC [2,7])]. Esta suposicién se confirmé con los
trabajos de Reul y col. en los que se muestra la presencia de por
lo menoe dos sitios de unién para CORT en el SN [7,98]. Estos
sitios receptores son homélogos a los identificados por Funder vy
col. en el rifién, y se los llama de igual forma: receptores tipo
I yv tipo II [2,99]. Los dos tipos de receptores descritos son
codificados por distintos genes y al estudiar la localizacién vy
distribucién de los ARNm corespondientes, se obtuvieron
resultados similares a los observados cuando 8se estudia 1la

distribucién de los sitios receptores [2].

Estos sitios de unién de hormonas adrenales, ligan con
distinta afinidad CORT, DEX y ALDO, hecho que complica 1la
interpretacién de 1la funcién de dichos sitios en el SN y los
nivelees de ocupacién de los mismos por las hormonas naturales en
situaciones fisiolégicas. Los receptores tipo I presentan alta
afinidad por CORT y se los encuentra concentradoe principalmente
en el HC, ademds del rifién. Los sitios tipo II poseen baja
afinidad por CORT y se los encuentra distribuidos en forma mds o
menos uniforme en las distintas dreas cerebrales, ademas estéd
ampliamente difundido en tejidos periféricos blancos de las

hormonas adrenales, como ser rifiébn e higado [2].



Respecto de 1la ALDO, el MC natural mds potente y de
conocida accién renal, los sitios tipo I poseen afinidad similar
a la que se mide por CORT, mientras que los sitios tipo II tienen
muy baja afinidad por el MC [2]. Esta ultima observacién es
consistente con experimentos de saturacién realizados con
(SH)ALDO por distintos laboratorios, donde se encontré que la
hormona marcada se une a mds de un sitio, puesto que el gréafico
de Scatchard correspondiente resulté curvilineo [8,32]. El
gréfico mencionado se rectificaba cuando se competia la unién de
(SH)ALDO con bajas concentraciones de CORT [8,32], quedando
unicamente el sitio de alta afinidad uniendo la hormona marcada.
Esta unién también podia competirse en presencia de
concentraciones mds elevadas de CORT, indicando que ambos se

estaban uniendo a los mismos sitioe receptores [2,8].

En cuanto al glucocorticoide sintético DEX existen
diferentes resultados. En trabajos previos al afio 1989 se
menciona que los sitios receptores tipo 1 tienen baja afinidad
por esta hormona, mientras que los sitios tipo II tienen alta
afinidad por DEX. Esta afirmacién se basa en los hechos
experimentales que muestran una distribucién in vivo de DEX en el
SN, diferente a la obtenida cuando se utiliza CORT [(2,9,100].
Pero trabajos recientes muestran lo contrario, es decir que 1los
sitios tipo I tienen alta afinidad por DEX (al igual que CORT vy
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ALDO) y 1los sitios tipo II observan baja afinidad por este GC
sintético [101,102]. Queda por aclarar el significado funcional

de dicho resultado.

Papel fisiolégico de los diferentes sitios receptores en SN

La funcién de 1los distintos tipos de receptores es
objeto de estudio actualmente, sin embargo se pueden sacar varias
conclusiones. La diferencia de afinidades de los sitios tipo I vy
tipo II por CORT, el GC natural de la rata, implica que con bajos
niveles fisiolégicos de hormona circulando por sangre, estarian
ocupados totalmente los sitios tipo I pero no los tipo 1II,
mientra que durante situaciones que impliquen altos niveles de
esta hormona en sangre (por ejemplo en situaciones de estrés), se
ocuparian también los sitios tipo II [(2]. En experimentos
realizados por nuestro laboratorio se encontré que ambos sitios
de unién estan involucrados en el control, por retroalimentacién
negativa, de los niveles de CORT circulantes [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 como el observado
para las variaciones de concentracién de CORT en diferentes

situaciones. Mientras que un eistema binario, como el observado
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en el SN con 1los dos sitios receptores, puede adaptarse a un
amplio rango de concentraciones de hormona circulante 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 concentracién de CORT es 100 veces méds alta que la de
ALDO, estos sitios receptores estarian permanentemente ocupados
por CORT. Sin embargo, ALDO posee efectos conocidos en el SN como
la regulacién del apetito salino en ratas intactas como ratas ADX
tratadas con CORT [104]. Para explicar esta paradoja se sugiriéd
que los niveles de CBG, la cual une CORT pero no ALDO, regula el
acceso del GC a 1los sitioe tipo I. ALDO, al viajar en mayor
proporcién en forma libre, tendria, pese a su baja concentracién,
mayor acceso a dichos sitios receptores ain en presencia de altas
concentraciones de CORT ([7,8,9]). Sin embargo, esta teoria se ve
desvirtuada porque no se ha encontrado CBG en el cerebro [31].
Por otro 1lado se especula que, al igual gque en el rifiébn, 1la
presencia en el SN de la enzima 11Bhidroxiesteroide
deshidrogenasa, que virtualmente inactiva a la CORT al
metabolizarla, permitiria el acceso de ALDO a los sitios tipo I
con grandes concentraciones de CORT en el medio [2]. Sin embargo,
en el rifin no se ha demostrado co-localizacién de
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11Bhidroxiesteroide deshidrogenasa y receptores tipo I sino mas
bién 1lo contrario, ya que ambas moléculas estan presentes en
células de zonas alejadas, por lo que esta teoria no explicaria
la especificidad de unién de ALDO a nivel celular [105]). Hoy en
dia se habla de "Receptores Fisiolégicos™ para MC cuando se tiene
un efecto hormonal iIn vivo, sin que pueda explicarse el mecanismo
que lleva la asociacién de un receptor con el MC, en una regién

determinada.



ANATOMIA Y FUNCION DE HC Y ME
SISTEMA NERVIOSO (SN)

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 vias
nerviosas, circuitos y arcoes reflejoe estan compueetos por
unidades neuronales interconectadas entre s8i y dispuestas de

manera simple o compleja.

Las Neuronas funcionales son mas bien grandes (Fig 1.11)
aunque existen amplias variaciones en cuanto al tamafio en
diferentes partes del SNC. Contienen nucleo grande, con nucleolo.
El citoplasma contiene neurofibrillas y una sustancia granulosa
que se tifle con colorantes bdsicos, que reciben el nombre de
cuerpos de Nissl ( como el método de coloracidén), que no es otra
cosa que ribosomas asociados a membranas. Ademds, el citoplasma
posee aparato de Golgi, mitocondrias y diversas inclusiones como
plgmentos y 1lipidos. Del cuerpo neuronal se expanden una o0 mas
prolongaciones que constituyen las dendritas y el axén. La zona

donde s8e extienden las dendritas de una dada neurona se llama

campo dendritico.

54—



I\\ﬂ

Y

.

2

NUCLEO
MITOCONDRIA

RETICULO ENDOPLASMICO
AUGOSO

SINAPSIS

VAINA DE MIELINA'—/-'

Figura 1.11: Cuerpo celular de una neurona. Contiene material
genético y todo el aparato metabdlico comin a todas las células.
A diferencia del resto de las células somé&ticas, las neuronas no
se dividen luego del desarrollo embrionario. Poseen diversas
dendritas y un uUnico axén que sale del cuerpo celular. El1 cuerpo
celular y las dendritas estdan cubiertos de sinapsis que es de

donde se recibe 1la 1informacién proveniente de otras células
[106].
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El ax6én es una prolongacién aislada, también 1llamada
fibra nerviosa, que surge de una regién de protoplasma conocida
como el cono de implantacién y puede poseer longitudes desde
menos de un milimetro hasta casi un metro. En su extremo distal
cada axén se ramifica en arbolizaciones terminales, el
teledendrén. Ademas, cada axén puede tener ramas colaterales. El
axén contiene mitocondrias, neurofilamentos, microtubulos y
reticulo endoplédsmico liso, pero carece de reticulo endoplasmico
rugoso vy ribosomas. Los axones pueden ser mielinicos o
amielinicos. La vaina de mielina es formada y mantenida por
células especializadas llamadas oligodendrocitos, y esta
compuesta por capas concéntricas de membranas con alta
concentracién de 1lipidos y baja concentracién de proteinas. La
vaina esta interrumpida por constricciones a intervalos regulares
llamadas estrangulaciones de Ranvier. En el SN periférico los
axones ge hallan rodeados por una membrana superficial, la vaina

de Schwann [107,108].

La neuroglia, cuyo origen embrionario es similar al de
las neuronas, ya que ambos progenitores, neuroblastos vy
glioblastos, provienen de las células neuroepiteliales, esta
constituida por elementos celulares que componen el tejido
instersticial del SN. La cantidad de células de la neuroglia es
mayor que el nimero de neuronas en una relacién 10:1 .[107]. Se
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diferencian de estas iltimas porque conservan toda 1la vida 1la
facultad de dividirse y no forman interconexiones entre si ni con

neuronas, adem&s no generan potenciales de accién [32].

Existen dos categorias de células de 1la glia, 1la
macroglia y la microglia. La macroglia estd formada por
astrocitos y oligodendrocitos, las primeras estan involucradas en
el flujo iénico, en la regulacién del metabolismo de la neurona,
ademds intervienen en el metabolismo del GABA, vy poseen
receptores para neurotransmisores. Los oligodendrocitos estéan
involucrados como intermediarios en el metabolismo neuronal y en

la formacién de las vainas de mielina [108].

La microglia, que tiene origen mesenquimatico, es decir
no nervioso, esta constituida por pequefias células con
prolongaciones ramificadas y 8se la considera como el sistema de
“"limpieza” del SN, tiene 1la capacidad de transformarse en

macr6fagos [108].

Bioquimica del Sistema Nervioso

Las neuronas poseen la maquinaria comin a todas las
células vivas. Estan especializadas, a diferencia del resto de

las células, en 1la transmisién de impulsos nerviosos, lo que
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implica la necesidad de mantener gradientes i6nicos y sintetizar,
transportar Yy liberar mensajeros quimicos llamados

neurotransmisores.

El SNC es el mayor consumidor de energia en el
organismo, hecho que queda en evidencia por su gran 1irrigacién
sanguinea y por su gran consumo de oxigeno. A diferencia de otros
tejidos, el SN no puede utilizar como combustibles ni aminodcidos
ni triglicéridos, su unica fuente de energia es la glucosa (en
ocasiones los cuerpos ceténicos) y este hidrato de carbono sélo
lo oxida en condiciones aerébicas. El1 cerebro, siendo el 2% del
peso corporal, consume el 20% del oxigeno en reposo. Esta tasa de
consumo de energia tan alta seria para mantener los gradientes

iénicos intermembrana.

La neurotransmisién es un proceso complejo que involucra
la despolarizacidén de la membrana de la neurona por la apertura
de los canales de sodio, propagédndose el impulso despolarizante a
lo largo del axén vy las dendritas, y luego se cierran
inmediatamente, abriéndose los del potasio para reestablecer el
potencial negativo normal. Cuando el impulso llega a la terminal
sinédptica se producen una serie de eventos que culminan en la
liberacién de los neurotransmisores almacenados en esa porcidén de

la neurona.



Los neurotransmisores se pueden dividir en tres grupos:
a) aminas biogénicas como catecolaminas, serotonina, acetilcolina
e histamina; b) aminodcidos como glutamato y aspartato, GAEA,
glicina, etc.; c¢) neuropéptidos como encefalinas, sustancia P, B-

endorfinas, etc..

Las moléculas del transmisor 1liberado en el espacio
intersinaptico, c¢ruza dicho espacio interactuando con sus
receptores especificos situados en la membrana post-sinédptica.
Dicha interaccién puede causar la excitacién de la neurona o su
inhibicién, la contraccién de una fibra muscular o la sintesis
y/o secrecién de una hormona en una célula glandular. Dichos
efectos son mediados por los receptores especificos y la accién
puede ser directa sobre proteinas de membrana o por la formacién
de segundos mensajeros como 1los nucleétidos ciclicos (fig 1I1.12)

[109].

ANATOMIA Y FUNCION DE ME

Anatomia de ME

La ME es una estructura larga y cilindrica, revestida
por las meninges, que se encuentra dentro del conducto raquideo o
vertebral. Se extiende desde el agujero occipital, donde se

continda con el bulbo, hasta el borde inferior de la primera
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NEURONA RECEPTORA

NUCLEO

Figura I1.12: La tranemisién quimica. Se representa el proceso de
transmisién en una sindpesis de norepinefrina. En primer lugar el
neurotransmisor se sintetiza en 3 etapas a partir del amino&cido
tirosina y 8e almacena en vesiculas. La llegada del impulso
provoca la entrada de 1los 1iones de calcio, induciendo la
liberacién de norepinefrina al espacio sindptico. Las moléculas
de transmisor se unen a sus receptores especificos de la membrana
postsindptica produciendo efectos eléctricos y quimicos (mediados
por AMPc). El efecto termina por una reabsorcién o por
degradacién enzimatica del neurotransmisor. Los receptores

presindpticos median la inhibicién de 1la sintesis del
neurotransmisor [109].

-60-



vértebra lumbar. Tiene dos ensanchamientos, el cervical y el
lumbar, cada uno de ellos relacionado con lae raices que inervan,
respectivamente, a las extremidades superiores e inferiores. En
sentido caudal al engrosamiento lumbar, la ME presenta una
terminacién cénica, el cono medular o conus medullaris. Una
condensacién de la piamadre, que se extiende caudalmente desde el

cono medular, forma el filum terminale.

Mientras que la ME es una estructura continua, los 31
pares de nervios espinales asociados con regiones 1locallzadas
prroducen una segmentacién externa. Sobre la base de dicha
segmentacién externa se considera que la ME estd compuesta por 31
segmentos. Los segmentos medulares se encuentran divididos del
siguiente modo: 8 cervicales (C), 12 tordcicos (T), 5 lumbares
(L), &5 sacros y 1 coccigeo en el humano, mientras que en la rata
hay 8 C, 13 T, 6 L. y 4 sacras [110]. El gran numero de raices
lumbosacras que rodean al filum terminale recibe el nombre de
cola de caballo o cauda equina. Los nervios espinales emergen

desde el conducto raquideo a través de los agujeros

intervertebrales (fig 1.13).

En cortes traneversales 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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prolongaciones. Cada mitad de 1la ME tiene una columna gris
posterior (sensitiva) o "asta posterior” que se extiende casi
hasta la superficie, y un asta o columna gris anterior (motora),
que se extiende hacia adelante pero sin 1llegar hasta la
superficie. En los segmentos torédcicos se observa un asta lateral
pequefia y afilada. La comisura gris, que conecta a la sustancia
gris de ambos lados, circunda al conducto central o conducto del

epéndimo.

La sustancia blanca, que rodea a la sustancla gris,
contiene escasos cuerpos neuronales o dendritas, pero esta
compuesta por fibras nerviosas mielinicas y amielinicas, las

cuales son ascendentes y descendentes, y sus células neuroldégicas

de sostén.

Los diferentes niveles de la ME muestran variaciones en
cuanto a forma y tamafio, en la cantidad relativa de sustancia
gris y blanca y en la disposicién y configuracidén de la sustancia
gris (fig I.13). Las columnas grises alcanzan su punto mé&ximo en
los engrosamientos cervical y lumbar, que estéan asociados con los

nervios mds importantes que inervan a las extremidades [108].
Funcién de la Médula Espinal
La ME de los mamiferos mantiene aun las funciones de los

animales multisegmentados. Las sefiales sensoriales se transmiten
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a través de 1los nervios espinales a cada segmento de la ME,
causando respuestas motoras locallizadas. Las respuestas motoras
de la ME son automdticas y ocurren instantaneamente en respuesta
a una seflal sensorial. Ademds, siguen ciertos mecanismos

especificos denominados reflejos.

El reflejo de estiramiento o miotéAtico coneiste en 1la
interaccién de una neurona sensorial de la ME con una neurona
motora y s8se acciona cuando un misculo tiende a estirarse
produciendo la contraccén del mismo, es un mecanismo de
retroalimentacién que impide variaciones en 1la 1longitud del
masculo. Estos reflejos permiten a un individuo mantener las
partes del cuerpo en 1la posiclién deseada pese al efecto de
fuerzas externas, como la gravedad, que tiende a sacarlo de su

postura. Estos reflejos reciben el nombre de antigravitacionales.

El reflejo flexor, que es8 un reflejo polisindptico, es
la respuesta automatica a estimulos dolorosos. Consiste en la
contraccién de masculos flexoree e 1inhibicién de  misculos
extensores, propiciando un rédpido retiro del miembro afectado del

sitio de donde provino el estimulo.

Las funcionee de 1la ME luego de extraer el cerebro
reflejan la magnitud de la misma. E1 animal puede pararse debido
a reflejos iniciados en las plantas de los ples y producen la
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tensién de los misculos de los miembros. El animal comienza a
realizar, 81 estd suspendido, movimientos de marcha. Esto
demuestra gque los reflejos bédsicos de la locomocién se encuentran
en la ME. También mantiene el reflejo de rascado, o sea que
localiza el lugar de donde provino el estimulo. Ademds, existen
reflejos de vasoconstriccién y vasodilatacién para controlar la

temperatura.

Estoe reflejos muestran gque muchas de las actividades
diarias son controladas por la ME y que el cerebro ejerce una

accién moduladora [111,112].

ANATOMIA Y FUNCION DEIL, HC

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 ventriculo lateral; la
cola se extiende con el ventriculo lateral conjuntamente con el
cuerpo calloso, que se halla localizado por encima del HC. Por
encima del cuerpo calloso, existen vestigioe evolutivos
remanentes del HC, los cuales son generalmente ignorados para
estudios fisiolégicoe y bioquimicos [113,114]. Un extremo del HC
se halla inmediatamente vecino a 1los nicleos amigdalinos y se
fusionan a lo largo de sus bordes con la circunvalacién del HC,
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qQue es la corteza de la superficie ventromedial del 16bulo
temporal. La terminologia utilizada para la denominacién de esta
estructura, va de acuerdo a la establecida por Pribram y Kruger

{115].

El HC tiene muchas conexiones con casi todas lae partes
del sistema limbico (tdlamo anterior, septum, area prebéptica,
amigdala, hipotdlamo,etc.). Su principal eferente es el Fornix,
que lo comunica con varios nucleos diepcefélicoe hipotalamicos.
La irrigacién sanguinea del hipocampo se produce a través de 1los
vasos coroides anteriores y posteriores, los cuales son muy

sensibles a cambios de presién intracraneal.

Funcionalmente, el HC es una estructura que estd siendo
objeto de estudio. El mismo esta relacionado con procesos de
memoria y aprendizaje [116,117]. Desde el punto de vista
neuroendécrino el HC es una zona extrahipotaldmica donde los GC
ejercen su accién para regular los niveles sanguineos de estas
hormonas. La ablacién de esta estructura produce alteraciones en
el eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal e incrementa la secrecién de
GC basal y bajo condiciones de estrés [2,31]. Ademéds, el HC est4d
involucrado en la regulacién negativa de 1la liberacién de ACTH

(2].
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El HC y los receptores de GC

Es interesante seflalar la elevada concentracién de
receptores de GC tipro I y tipo II, en el HC, y su posible papel
regulatorio en la respuesta al estrés y de la retroalimentaciodn
negativa (2,8,31]. Por su extrema plasticidad, los receptores de
GC del HC son sumamente sensibles a los niveles hormonales
sanguineos y aumentan o disminuyen preferencialmente en respuesta
a dichos niveles hormonales ([2]. Se ha descripto el fenbémeno de
"down-regulation” de los receptores dé HC de ratas diabéticas
(118,119,120], ratas tratadas con GC (121], animales estresados,
y ancianos [2]. Por este motivo es que resultd importante
comparar estos sitios receptores con los correspondientes de 1la
ME, ya que el concepto actual involucra al HC como organo

"clasico” para la accién de los GC en el SN.
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Comparacién de los Receptores
de GC en el HC y la ME

CAPITULO I




INTRODUCCION

En la Introduccién General [cap. 1] se habia mencionado
Que en el cerebro y en otras regiones del sistema nervioso
central se encuentran presentes receptores para hormonas de la

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

Por estudios previos se han identificado moléculas que
unen glucocorticoides en la médula espinal (ME) de 1la rata,
exhibiendo propiedades correspondientes a s8itios receptores
[31,32,62,94-96,124,125]. Estudios bioquimicos in vitro han
demostrado que los sitios de unién en la ME y el hipocampo (HC)-
este Gltimo un tejido blanco clésico para hormonas esteroideas en
cerebro [122,123]- muestran varias propiedades en comin. Asi, se
observan similitudes en el coeficiente de sedimentacién obtenido
por ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa, en la afinidad
relativa determinada por agonistas y competidores
(especificidad), en la capacidad de transformacién de los
receptores a formas que denotan afinidad por ADN, y en el
comportamiento en columnas de intercambio iénico como DEAE y ADN-
celulosa (32,62,124]. Sin embargo, bajo condiciones
experimentales in vivo, la captacién de corticosterona tritiada (
(3H)CORT )por parte de loe nucleos celulares purificados es
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diferente, siendo mds alta en el HC en comparacién con la ME, no
obstante que el contenido de sitios receptores citosélicos en la
médula es aproximadamente el 50% o puede ser simlilar al contenido
del HC [124]. Se describié una situacién similar en el nervio
éptico [126].

Estos resultados sugieren que, en la ME, una fraccién de
sitios receptores citoplasmdticos no translocarian al nicleo de
una manera andloga a 1los sitioe 1llamados receptores cripticos
descriptos en el HC [122]. En el presente capitulo se muestran
estudios efectuados sobre las posibles causas de la marcada
reduccién en la captacion de (3H)CORT por parte de los nicleos de
la ME empleando tres aproximaciones al problema: a) primero se
comparé la ocupacién de 1los receptores citoplasmaticos de ambos
tejidos empleando distintas dosis de CORT exégena; b) la segunda
aproximacién consistié en la busqueda de inhibidores de 1la
transformacién/translocacién [(91,127]; vy c) s8e estudid la
sensibilidad de dichos tejidos a la accién de 1la enzima
ribonucleasa A (ARNsa A) dado que existe evidencia de ARN
asoclado a receptores esteroideos [70,86,128-132]. Se acepta que
dicha enzima aumenta la afinidad de receptores para GC, y otras

hormonas esteroides, por el ADN en distintos sistemas {68, 133].
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr
de peso. Las miemas se adrenalectomizaron (ADX) por aproximacién
dorsal, en forma bilateral, 2 a 3 dias antes del sacrificio y se
mantuvieron durante ese lapso de tigmpo en grupoe de a 10
animales en Jjaulas apropiadas donde disponian de alimento

balanceado y NaCl 0.9% ad libdtum.

Los animales fueron sacrificadoe por decapitaci6ébn parsa
luego extraerles el hipocampo (HC) y la médula espinal (ME), para

ser utilizados en los distintos experimentos.
DISECCION DE LA ME Y DEL HC

HC: E1 cerebro se ubica en forma ventral, pudiéndose
observar de esta forma el hipotdlamo (fig II.1), realizandose un
corte empleando wun instrumento filoso, en forma vertical
aproximadamente 3 mm por delante de una linea imaginaria que pasa
entre el hipotdlamo y el quiasma 6ptico (A), luego se realiza
otro corte inmediatamente por detrds del hipotdlamo (C). La

porcién del cerebro asi obtenida se recuesta sobre el plano
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FIGURA II.1: Diagrama del cerebro de rata en donde se describe
los cortes realizados para obtener el hipocampo (HC), tal como se
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 8u base inferior, separandolo del
septum. Asi obtenemos el hipocampo total con sus zonas dorsal,
medial y ventral, que s8e utilizarid para los ensayos posteriores

(31,134].

ME: La ME se obtuvo luego de una cuidadosa laminectomia
desde la base del cerebro hasta el filum terminale. El tejido asi
obtenido se utilizé6 completamente sin eeccionarlo en distintas
zonas, incluyendo por 1lo tanto las secciones de ME comprendidas
entre las vertebras C1-C8 (cervicales), T1-T12 (toréxicas), L1-L5

(lumbaree), cola de caballo y filum terminale.

CAPTACION NUCLEAR DF_(=H)-CORT

A las ratas operadas (ADX) se les administré 50 uCi/100g
de la hormona tritiada por via i.v. disuelta en un vehiculo
consistente en etanol-salina 30%. Una hora més tarde se
sacrificaron los animales y los tejidos se homogenizaron en
buffer Nx de McEwen y Zigmod [135]. Luego de centrifugar y lavar
los nicleos crudos con buffer Nrxx , éstos se purificaron mediante
centrifugacién a 16000 xg durante 60 min. en un colchdn de
sacarosa 2M. La radioactividad de 1los nucleos fue extraida
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lavando con etanol absoluto dos veces, luego se secaron los
extractos para posteriormente agregar ligquido centellante [124],
momentos més tarde se midié la radiocactividad extraida en un
contador de radiacién 8 por centelleo ligquido. Los resultados se
expresaron como fmol (2H)-CORT/mg ADN. El1 ADN se determiné por el
método de 1la difenilamina ([136]. También se determinéd la
radiocactividad en una alicuota del homogenizado para poder

calcular la relacién (SH)Nucleo/(2H)Homogenizado [124].

DETERMINACION DE CONDICIONES DE INCUBACION QUE MINIMICEN EL
INTERCAMBIO

Intercambio (exchange), es un término que se utiliza
para indicar el proceso mediante el cual la hormona endégena, que
permanece unida al receptor especifico, es desalojada de dicha
unién por la hormona marcada, agregada en una incubacién in
vitro, quedando asi todos los receptores, o la mayoria de ellos,
unidoe a un ligando marcado. Las condiciones de incubacién que
favorezcan este proceso permiten la medicién de todos los sitios
receptores, con minimo error. 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
poblacién 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 ME de animales ADX. Se obtuvo el citosol homogenizando
con buffer TEMGMo, éste se dividi6é en 2 partes, a una de ellas se
la incubé con CORT fria (500nM) durante 20 h a 0°C ocupéndose,
durante este lapso, la mayoria de los sitios receptores. La otra
porcién de citosol quedé intacto a 0°C durante las 20 h. Luego se
separé la hormona libre con carbén-dextrédn (2%-0.2%) vy a
continuacién se agrega a este citosol pretratado, asi .como
también a 1la fraccién intacta, (SH)DEX 20nM, incubando este
sistema durante 1los tiempoe indicados en 1la figura 11.2. Al
término de 1los mismos, se separé al complejo hormona-receptor
mediante columnas de Seprhadex-LH20 (137]. Los resultados
resumidos en la figura 11.2, indican que a las 4 h de incubacién
con la DEX tritiada todavia no se observa intercambio al comparar
los niveles de hormona unida en el citosol pretratado respecto de
los mismos en la fraccién control (citosol intacto). A las 24 h
de incubacién 1los niveles de 1ligando unido a receptor son
similares en ambas fracciones investigadas, por lo que podriamos
decir que hubo intercambio. Dados estos resultados podemos
concluir que incubando aproximadamente 3 h estamos en condiciones
de reducir al maximo el intercambio de ligando endégeno por
hormona agregada In vitro, permitiendo evaluar el numero de

sitios receptores libres en el citosol bajo estudio [27,32].
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FIGURA II.2: Curva de asociacién de (BH)DEX y receptores de
citosol de ME (en fmol/mg prot.) en funcién del tiempo segin
procedimiento mencionado en Materiales y Métodos. Citosol intacto
(®) y citosol preincubado con CORT (500 nM) (@) durante 20 h a
o°C.



Se administraron dosis s.c. de vehiculo o de 0.05, 0.5,
1.0, 5.0 y 10 mg/kg de CORT disuelto en propilenglicol, a
animales ADX. Una hora més tarde las ratas s8e sacrificaron
perfundiéndolas con una solucién de NaCl 0.9% (salina) por via
intracardiaca, con el objeto de eliminar toda la sangre posible
de los tejidos a extraer. La ME y el HC asi tratados se disecaron
y homogenizaron (teflén-vidrio) en bufer 10mM tris, 1.5mM EDTA,
2mM mercaptoetanol, 10% glicerol, pH=7.4 con el agregado de
molibdato de sodio 20mM (TEMGMo). Luego de centrifugar a 105000
xg durante 1lh, el citosol resultante se incubdé junto con (3H)CORT
40nM durante 3h a 0°C. En estas condiciones de incubacién se
impide, en gran medida, el intercambio de los receptores ocupados
con la hormona fria inyectada, con el ligando tritiado agregado
al medio de incubacién, determinando asi los receptores que estan
libres. Ademaes, se efectuaron incubaciones paralelas agregando
dexametasona (DEX) fria 1000x , con el objeto de medir la unién
inespecifica. La hormona libre se separé del ligando unido por
medio de filtracién 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
utilizacién. Se llenaron las columnas y se enfriaron lh antes de

77~



proceder a la filtracion, la que consistié en sembrar una
alicuota de 150 ul del citosol y luego 150 pl de buffer. Se
esper6 como minimo 15 min. y se eluyeron las macromoléculas del
complejo hormona-receptor con 600 pl de buffer, recogiéndose el

eluido en viales de vidrio.

La radioactividad se determiné agregando liquido
centellante y contando en un contador de centelleo. Se expres6 el
resultado en fmol/mg proteina o como porcentaje de los receptores
totales medidos en los animales ADX inyectados unicamente con

propilenglicol (vehiculo). Las proteinas se determinaron por el

método de Lowry et. al. [138].

El higado, la médula espinal vy el hipocampo fueron
extraidos vy homogenizados (teflén-vidrio) en buffer TEMG
conteniendo 30mM KC1l, con el objeto de mantener una fuerza idénica
similar al buffer TEMGMo. Una vez obtenido el citosol de 1los
tejidos nerviosos 8e 1los calenté a 100°C por 15min. para
inactivar 1los receptores y otros componentes termoléabiles,
sabiendo que los inhibidores de la transformacidén descriptoe en
varios tejidos demostraron ser termoestables a 100°C
[91,127,139]. Luego de remover el precipitado proteico por
gentrifugacién a 3000 rpm, 250 pl del sobrenadante, que contenia
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de 4 a 6 mg prot./ml, fueron agregados a 250 ul de citosol de
higado. Los controles consistian en 250 ul de citosol hepdtico
diluido con un volumen similar de buffer con agregado adicional
de BSA (6 mg/ml) para mantener la concentracién proteica
aproximadamente constante. La incubacién se realizé a 0°C durante
3h con el agregado de (SH)DEX 20nM * 1000x DEX frio; luego de

este paso se procedié a medir la unién a ADN-celulosa.

EFECTO DE LA ENZIMA ARNsa SOBRE LA UNION DEL COMPLEJO HR A ADN-
CELULOSA

Los citosoles de médula espinal e hipocampo se
prepararon en buffer TEMG con KCl 30mM, se incubaron alicuotas de
ambos tejidos con (SH)DEX 20nM (%1000x 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 ARNsa A o, en el caso de los tubos
controles, BSA. La mezcla asi formada se calenté a 20°C durante
30 min. con el fin de producir 1la transformacién del complejo
hormona-receptor [140,141]. Luego, 8e procedié a determinar la

unién a ADN-celulosa.
ENSAYO CON ARN
Se utilizé un ARN heter6logo (Sigma). El ensayo

efectuado fue esencialmente s8imilar al descripto mde arriba,
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puesto que se utiliz6 ARNsa ademas del poliribonucledétido. Los
citosoles de higado e hipocampo se prepararon en buffer TEMG con
KCl 30mM, 8e incubaron alicuotas de ambos tejidos con (3H)DEX
20nM (*x1000x DEX fria en exceso) durante 3h a 0°C. Hasta ese
momento los receptores de glucocorticoides no estaban
transformados, y recibieron 50 pl de buffer conteniendo 3 mg/ml
de ARNsa A, ARN (1mg/tubo)+ARNsa y, en el caso de los tubos
controles, BSA. La mezcla asi formada se calent6 a 20°C durante
30 min. Luego de este proceso de transformacién se procedié a

medir la unién a ADN-celulosa.

DETERMINACION DE [A UNION DEL COMPLEJO HR A ADN-CELULOSA

Luego del periodo de incubacién, Los tubos se sometieron
a un calentamiento a 20°C durante 30 min, con el objeto de
transformar a los receptores [180]. Finalmente, una alicuota de
150 ul se filtré en minicolumnas de Sephadex LH-20 para obtener
la unién total, mientras que otra alicuota de 200 ul, cuya
hormona libre se extrajo por medio de carbén-dextran 2%-0.2%, se
sembré en columnas de ADN-celulosa y la fraccién unida se eluyébd
con NaCl O0O.3M (124,140]. Los resultados fueron expresados en
fmol/mg prot., y como porcentaje del unido total que quedd
retenido por las columnas de ADN-celulosa luego de la

transformacién inducida por calor.
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A pesar de que la eficacia de separacién de la hormona
libre por parte de 1las minicolumnas de Sephadex LH-20 y el
carbén-dextrédn es distinta, se utilizé este Gltimo para evitar
una excesiva dilucién de la mezcla de incubacién, previo a la
siembra en las columnas de ADN-celulosa, cosa que ocurriria de

usarse el primero.
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RESULTADOS

CAPTACION DE (®H)CORT IN VIVO

Sesenta minutos después de inyectar (3H)CORT i.v. a
ratas ADX, se determiné la radioactividad, tanto en el
homogenizado como en la fraccién nuclear purificada de ME e HC
(tabla II.A). Se encontré que la marcacién predominaba en el HC,
en coincidencia con los niveles de sitios receptores encontrados
en ambos tejidos [124]. No obstante la radioactividad encontrada
en homogenizado y nucleos de las zonas estudiadas, la relacioén
nicleo/homogenizado del HC era mds alta que la de ME (8.4%*0.7% en
HC, 1.5%20.15% en ME), siendo en esta ultima 5 veces menor (p<

0,02).

DETERMINACION DEL 1450 IN VIVO

Mientras varios factores podrian ser la causa de esta
diferencia, se especuld con que la baja incorporacién nuclear de
la hormona tritiada en la ME podria deberse a una menor afinidad
de los receptores citosélicos para captar al glucocorticoide del
torrente sanguineo 1in vivo. En consecuencia 8e procedié a
determinar el Kd in vivo (Id 50) para la CORT, en ambos tejidos.
Para ello s8se construyeron curvas dosis-respuesta obtenidas
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inyectando CORT s.c. en distintas dosis a ratas ADX, y midiendo
la cantidad de receptores libres resultantes de la incubacién con
(®H)CORT in vitro bajo condiciones de no intercambio de 1la
hormona fria inyectada, a los receptores previamente ocupados por
la hormona tritiada [27,32]. Como se muestra en la fig II.3, las
curvas de (BH)CORT wunida a receptores libres decaen en forma
paralela para ambos tejidos, y la dosis correspondiente a 1la
mitad de la médxima ocupacibébn, tomada como medida de la afinidad
in vivo (Id 50), estén dentro del mismo rango: 0.810.22 mg

CORT/kg para HC y 0.5310.035 para la ME (t= 1.27, p:NS).
INHIBIDORES ENDOGENOS

Un segundo factor en juego, que produzca los resultados
observados en la tabla II.A, seria la presencia de inhibidores
end6genos de la transformacién/translocacién en la ME, que
impedirian la llegada al nicleo de los receptores cargados con la
hormona. En los experimentos efectuados para determinar esta
posibilidad, los receptores citosélicos de higado se incubaron
con (B3H)DEX en presencia o no de extractos hervidos, a fin de
desnaturalizar las proteinas, provenientes de la médula espinal o
hipocampo. E1 hecho de calentar a ebullicién 1los citosoles de
ambos tejidos nerviosos result6 en una completa destruccién de

los receptores de glucocorticoides, quedando cualgquier inhibidor
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Tabla II.A: Captacion nuclear de (SH)CORT "in vivo"” en la ME e HC
de ratas ADX.

Médula Espinal Hipocampo
Rata Homogen. Nucleo %a Homogen Nucleo %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 B.2
xmt 860.1% 13.3x 1.5 3106.0% 260.4% 8.4%
E.S 114.0x* 2.9%* 0.2*= 481.0 37.0 0.7

Se inyectaron 50 puCi/100g de (3H)CORT i.v. a ratas ADX, las que
se sacrificaron 1 h mas tarde. Los nicleos de 1los tejidos
mencionados se purificaron segin McEwen y Zigmond [(135], y se
midi6é la radioactividad del homogenizado crudo y del extracto
etanélico de los nucleos purificados.

(*) p< 0.05; (**) p< 0.02, vs. valores correspondientes del HC
(test de "t apareado)

(&) Nacleo/Homogenizado*100

-84-



0% Unido (vs. control)

0 | 1 1 1+ 1111 1 1 L1 1 1111 1 1 ‘;6l“[‘l~
0.0l ol I 10
Dosts CORT (mg/Kg)

FIGURA I1.3: Curvas dosis-respuesta de los receptores citosbélicos
de ME e HC obtenidas mediante 1inyecciones 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 CORT disuelta en
propilenglicol. Luego de 1 h se sacrificé a los animales y los
citosoles preparados con los tejidos nerviosos mencionados fueron
incubados con (SH)CORT 40 nM por 3 hs a 0°C. Bajo estas
condiciones 8610 se determinan los receptores libres. Los datos
se expresan como el porcentaje de (SH)CORT unido respecto de la
unién en ratas controles y cada punto representa la media ¥ E.S.
de tres experimentos. Los resultados obtenidos con la dosis
méaxima (10 mg/kg) se los consideré como inespecificos, restandose
de los deméds valores. La dosis correspondiente a la mitad de 1la
ocupacién maxima se la calculé mediante un programa de
computadora, asi como la curva tedrica graficada. Asi, los
valores obtenidos 8on: 0.8t 0.22 mg/kg para HC y 0.53t 0.035
mg/kg para ME, valores no significativamente diferentes.
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termoestable presente en los tejidos. Después de la incubacién,
los receptores hepdticos fueron sometidos a condiciones que
inducen la transformecién de los mismos, mediante el
calentamiento a 20°C durante 30 min., para luego medir el
porcentaje de receptores transformados, mediante 1la unién a
columnas de ADN-celulosa y posterior elucién de la fraccidén unida
al ADN con NaCl 300mM. Mediante este procedimiento, se encontré
que la aplicacién de ambos extractos calentados produjeron una
ligera inhibicién de la unién de los receptores hepdticos al ADN
de 1las columnas (fig II.4 p< 0.05), pero ninguno de los dos
tejidos nerviosos contenian cantidades predominantes de dichos

inhibidores termoestables, respecto del otro.

ACCION DE LA ENZIMA ARNsa A

Frente a publicaciones que sugerian la presencia de
pequefios fragmentos de ARN asociados al receptor de
glucocorticoides [69,70,128,129], otro factor a ensayar, para
intentar explicar las diferencias encontradas en la captacidén
nuclear de (SH)CORT, fue la sensibilidad de los receptores de HC
y ME a 1la accién enzimdtica de la ARNsa A. Citosoles de ambos
tejidos fueron incubados primeramente con (3H)DEX ¥y luego
transformados por calor agregando o no ARNsa A (50 ul de una sl
3mg/ml). Como antes, la unién de los receptores a ADN-celulosa se

considerdé una
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FIGURA II.4: Efecto de 1los extractos de ME e HC calentados a
100°C, sobre la unién de los receptores de higado a ADN-celulosa.
Los citosoles de ambos tejidos nerviosos se calentaron a 100°C
durante 15 min. y luego se centrifugaron. Los sobrenadantes se
agregaron a sendos tubos con citosol de higado mientras que 1los
controles sélo recibleron BSA en buffer. Luego de la incubacién
durante 3 hs a 0°C con (3H)DEX (* 1000% DEX no radioactivo), los
complejos formados se sometieron a condiciones que favorecen la
transformacién de los mismos (20°C-30 min.). Se filtraron sendas
alicuotas por columnas de Sephadex LH-20 para determinar la unién
total, y por columnas de ADN-celulosa. La radiocactividad eluida
de estas uUltimas con NaCl 300mM se consideré proveniente de los

receptores transformados, y 8e expresé como porcentaje de la
unién total.

(*) p< 0.05 vs buffer-BSA
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medida de 1la transformacién de los mismos. La fig II1.5 muestra
cémo la unién total de (3H)DEX a receptores citosélicos, medida
mediante columnas de Sephadex LH-20, se incrementé luego de la
incubacién con ARNsa en el caso del HC mientras 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 accién de la ARNsa solamente en el caso del HC.
Asi, mientras el 45X del total de receptores de ME mostré
afinidad por ADN-celulosa, con o s8in la presencia de ARNsa en la
mezcla de incubacién, el mismo tratamiento en el caso de los
receptores de HC resulté en un aumento de la afinidad relativa a

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

El paso siguiente fue estudiar la accién de diferentes
concentraciones de la enzima ARNsa A en la mezcla de incubacién.
La tabla 1II.B muestra que las diferentes concentraciones
empleadas ( 1.5, 3.0 y 6.0 mg/ml) incrementan el grado de
asociacién de los complejos hormona-receptor a ADN-celulosa en el

caso del HC mientras que la ME permanece insensible a la enzima

en todo el rango estudiado.
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FIGURA 1I1.5: Efecto de la enzima ARNsa A sobre las propiedades de
unién de los receptores para GC en ME e HC. A: Se incubdé el
citosol con (BH)DEX (x 1000 DEX no radioactivo) 20 nM por 3 hs a
0°C, y los receptores se transformaron por calentamiento (20°C-
30min.) en presencia o ausencia de 150 ug de ARNsa A. Luego se
filtraron sendas alicuotas por columnas de Sephadex LH-20, para
determinacién de la unién total, y por columnas de ADN-celuloea,
para determinar el grado de transformaci6én. B: Porcentaje de 1la
unién total Qque fue eluida de columnas de ADN-celulosa con NaCl
300mM. (%) Controles, (2) ARNsa A.

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



Tabla IT.B: Efecto de la enzima ARNsa A sobre la unién de (3H)DEX
a los receptores citosélicos, y del complejo hormona-receptor a
ADN-celulosa, en la ME y el HC.

ADN-Celulosa Sephadex LH-20
ARNsa ME HC ME HC
(mg/ml) ———————---mn e cmmmccec—nes | cmee— e

I I1 I II I II I II

0 13.0 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
3.0 14.5 10.89 31.0 23.9 25.0 17.3 64.0 52.5
6.0 15.0 12.2 33.0 29.9 27.0 20.1 69.0 64.1

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



BLOQUEO DE LA ACCION DE LA ARNsa MEDIANTE EL USO DE ARN

Se realizé un ensayo con el fin de confirmar la accidn
descripta de la enzima ARNsa, utilizando ARN de timo de ternera.
Esta experiencia piloto tuvo como fin inhibir, en el HC, 1la
estimulacién de 1la afinidad a ADN-celulosa, obtenida con 1la
ribonucleasa. Se utilizé como tejido control al higado, ya que
posee receptores para glucocorticoides profusamente descriptos en
la literatura [56]. Los citosoles de ambos tejidos se incubaron
primero con (3H)DEX 20 nM durante los tiempos establecidos (ver
mat. y mét.), luego de lo cual se agregd ARNsa A, ARNsa A+ARN vy
BSA y se procedié a 1la transformacién del receptor por
calentamiento. En estas condiciones, luego de medir la unién a
ADN-celulosa los resultados indicaron que la accién de la enzima
fue blogueada por el agregado de ARN en ambos tejidos (fig II.6).
En el caso del hipocampo la unién basal resulté ser del 12%, con
el agregado de ARNsa A s8e elevo a 33%t2.5% y finalmente el
bloqueo con ARN resultdé en un leve descenso de la unién a ADN por
cuanto el porcentaje fue del 25%13%. En el caso del higado el
comportamiento fue similar (controles= 41.91t0.3%, ARNsa= 4812.6%

y ARNsa+ARN= 43t3.3%).
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FIGURA 11.6: Efecto del agregado de ARN de timo de ternera en la
accién de la enzima ARNsa A sobre la unién del complejo H-R a
ADN-celulosa. Las condiciones experimentales para determinar
unién de (SH)DEX a receptores citosdélicos y union del complejo a
ADN-cel., fueron similares a 1las descriptas en la fig. II.5. La
inica diferencia estriba en que el grupo ARNsa A+ARN tiene ademés
de la enzima, ARN. Los resultados se expresan como porcentaje de
unién a ADN-cel. respecto de la unién total, y éstos representan
la media * E.S. de 2 experimentos.
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Estos resultados muestran que el efecto de la ARNsa A es
probablemente enzimadtico, contrariamente &a 1lo descripto por
Rossini [132] que sugiere la posibilidad de efectos no
enzimdticos de esta.proteina sobre la regulacién del receptor de

glucocorticoides.



DISCUSION

Los estudios presentados fueron llevados a cabo para
comparar algunas propliedades de los receptores de la ME y el HC,
luego de observar que nucleos purificados de ME no concentraban
radioactividad en el grado en que lo hacian los nucleos del HC

cuando se inyectaban ratas ADX con (SH)CORT.

El objetivo del estudio fue 1la investigacién de los
posibles mecanismos responsables de la baja captacién nuclear de
la ME. Primero se consideré la existencia de diferentes
afinidades para captar la hormona marcada de la sangre por 1los
tejidos estudiados, explicando asi 1los resultados de la tabla
II.A. No obstante, se encontré que dichas afinidades in vivo,
expresadas como la dosis inyectada que produce la ocupacién de la
mitad de la poblacién de sitios receptores tisulares, eran
comparables en ambos tejidos (Xm= 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 ambos tejidoe nerviosos,
coincidiendo con hallazgos previos in vitro, en los cuales la
afinidad por receptores totales para (3H)DEX fue también similar

[124].
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En segundo lugar, se especul6é con que la captacidén de
CORT dentro del nucleo podria ser modulada por factores
citoplasmaticos, los cuales inhibirian 1la transformacién y/o
translocacién del receptor. Varios laboratorios han informado 1la
presencia, en tejidos corticosensibles, de inhibidores de 1la
transformacién, que también previenen la degradacién del receptor
[91,127]. Dahmer et. al. [142] encontré un inhibidor de la
translocacién, que afecta la unién del complejo hormona-receptor
al nacleo o a ADN-celulosa. Este ultimo es termolabil en
contraste con el inhibidor de 1la transformacién [127]. Los
experimentos realizados demostraron que las dos zonas estudiadas
del SNC contenian un factor que resistia el calentamiento y
reducia la unién del complejo HR a ADN cuando los citosoles de la
ME y el HC fueron desnaturalizados por calentamiento y 1luego
testeadoe en un sistema heterélogo, compuesto por receptores
citosblicos del higado incubados con (SH)DEX. No obstante, dicho
inhibidor no estaba concentrado preferentemente en ME, y la
posibilidad de que éste contribuyera a la baja captacién nuclear

in vivo fue descartada.

Ademés de los inhibidores mencionados, las moléculas de
ARN podrian modular también 1loe movimientos del complejo HR
dentro de la célula [67,71]. Varios trabajos sugieren que el ARN
estaria asociado con la forma citoplasmatica de los receptores en
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higado, glandula mamaria y células MCF-7 [70,131,143,144], y el
macrocomplejo asi formado se comportaria como una
ribonucleoproteina [129]. Ademés, la adicién de ribonucleasas del
tipo A o T producen un aumento en la unién del complejo HR a ADN-
celulosa, sugiriendo que estas enzimas estarian involucradas en
algin paso de la transformacién del receptor 1in vitro
[128,132,143,144]. Por otro lado, el ARN puro inhibe la unién del
complejo HR a ADN-celulosa [130,143,144], v este efecto no seria
debido a la competencia que pudiera ejercer el poliribonucleétido
por el mismo sitio de unién a ADN en el receptor, ya que habrian
sitios de unién, en 1la proteina receptora, separados para ADN vy
ARN [87,145,146]. Algunos autores sugieren la posibilidad de que
la ribonucleasa A module la afinidad a ADN del complejo HR
mediante efectos no enzimaticos [132], pero la existencia de
publicaciones que informan de la inhibicién de la unién a ADN-
celulosa observada al agregar ARN, descartarian acciones
colaterales de la ARNsa A en su accién sobre el complejo hormona-

receptor [131,143,146,147].

Consecuentemente con estos informes, investigamos 1la
sensibilidad de los receptores para glucocorticoides en ME y el
HC, a la enzima ARNsa A. Los resultados muestran que la enzima
estimula la capacidad de unién del receptor a (SH)DEX y ademés la
unién de dicho complejo a ADN-celulosa, pero ésto sucede
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inicamente con el hipocampo. E1 estudio muestra que la enzima
ensayada estimula en mayor medida la wunién a ADN-celulosa
respecto de la unién del receptor a la hormona tritiada,
demostrando la estimulacién neta de la afinidad del complejo HR
al polianién acoplado a celulosa (61X contra 24%). Este aumento
registrado en la unién a ADN-celulosa, se deberia a la accidn
enzimdtica de la ARNsa A, degradando ARN acoplado al complejo HR,
puesto gque los ensayos con agregado de ARN puro en conjJunto con
la enzima, inhibe por lo menos parcialmente a ésta en su accién
estimulante sobre la wunién a ADN-celulosa. Los resultados
descartarian acciones no enzimdticas de la ARNsa A tal como

sugiere Rossini ([132].

Los resultados alcanzados no dan una explicacién para la
falta de efecto del tratamiento enzimdtico con ARNsea A en la ME,

no obstante se puede suponer que:

A) Los receptores para glucocorticoides en este tejido

no poseen ARN asociado.

B) Podria existir una gran actividad de enzimas ARNsa
end6genas que actuarian en un corto lapso de tiempo,

previo a la incubaci6n con ARNsa ex6gena.
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C) La disociacién enzimdtica del ARN asociado al
receptor estaria prevenida por un factor endégeno

desconocido.

En este contexto, Anderson y Tymoczko [145], detectaron un factor
termoestable en higado de rata que funciona como un estabilizante
de la asociacién entre el ARN y el receptor de glucocorticoides.
Si este mecanismo se aplica a la ME, 8e podria sugerir que una
fuerte asociacidén del ARN al receptor retendria a éste en el
citoplasma, imponiendo un impedimento para la translocacién al
nicleo. Sin embargo, después de cromatografias en columnas de
DEAE y ADN-celulosa, se pudo observar que el receptor de ME es

suceptible a la transformacién inducida por calor [124].

El fendémeno descripto para la ME puede ser otro ejemplo
de las observaciones realizadas en otros tejidos neuronales.
McEwen et. al. [123] describié que la deplesién de receptores
estrogénicos citosélicos en el hipotdlamo, area predptica vy
amigdala, de receptores progestinicos en pituitaria v
neurohipéfisis, y receptores de glucocorticoides de hipocampo fue
incompleta luego de administrar agonistas. Sheridan [148] propuso
que sitios de unién neurales androgénicos, que pueden unir
testosterona y dihidrotestosterona con la misma afinidad, no se

acumulan en el nucleo. También se ha descripto una baja captacién
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nuclear de (3H)CORT en el nervio éptico [126]. Se podria sugerir
que una gran asociacién entre el ARN y el receptor llevarian a
una translocacién incompleta. Es posible que este mecanismo esté
involucrado, en alguna medida, con 1la existencia de receptores

cripticos en el hipocampo [122].

Otra explicacién para los resultados de la tabla II.A
podria partir de los resultados publicados por Reul y De Kloet
(7], quienes propusieron que 1la CORT se une en cerebro a los
receptores de glucocorticoides y también a los receptores de
mineralocorticoides. Estos ultimos se encuentran preferentemente
en el hipocampo y muestran una afinidad de 6 a 10 veces mas alta
por la CORT que los mismos receptores de glucocorticoides. Esto
podria implicar que inyecciones trazadoras de (3H)CORT 1llevarian
a ocupar preferentemente los sitios de unién para
mineralocorticoides. La posibilidad de que la proporcién relativa
de estos sitios de unién sea diferente en la ME respecto del HC

es objeto de andlisis en el préximo capitulo.
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Heterogeneidad y Transformacién
de los Receptores de GC
enla ME y el HC

CAPITULO Il




INTRODUCCION

En el capitulo anterior hemos realizado comparaciones
entre los sitios receptores de ME e HC tomando a los mismos como
una poblacién homogénea [cap II,36]. Las diferencias encontradas
en la captacién nuclear de (3H)CORT inyectado i.v. In vivo no se
debian a la ocupacién diferencial de 1los receptores totales 1In
vivo ni a la presencia de inhibidores de transformacién o
translocacién. Una posible explicacién a esta captacién nuclear
diferenciada seria la expresién de diferentes poblaciones de

sitios receptores por parte de la ME y el HC.

Los sitios de unién del ©SNC son, a la luz de distintas
publicaciones, heterogéneos [2,7,8,149,150]. Existen por lo menos
dos sitios de unién para eateroides adrenales [98,151]. Estos dos
sitios son homélogos con aquéllos identificados por Funder y col.
en rifién, y se los denomina de igual forma [99], sitios de wunién
tipo I y tipo II. Los receptores tipo I tienen mayor afinidad por
CORT que 1los sitios tipo II, y se encuentran concentrados
primordialmente en el HC, asi como en el rifiébn [99,151]. Los
sitios receptores tipo I1 se encuentran distribuidos en forma méds
homogénea en todo el SNC y se hallan presentes tanto en glia como
en neuronas [8].
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Por nuestra parte, el laboratorio encontrdé que podian
coexistir 2 o 3 sitios receptores en el HC [61]. En este capitulo
analizamos las diferentes poblaciones de receptores en HC y ME,
en cuanto a su composicién en sitios tipo I y tipo II, con el fin
de hallar una explicacién a 1la menor captacién nuclear de
(3H)CORT por parte de esta 1ultima zona del SNC, tal como se
mencioné en el anterior capitulo. Con este fin utilizamos
(SH)DEX, (3H)CORT y (3H)ALDO, en conjuncién con competidores
especificos no radioactivos para poder discriminar las distintas
subpoblaciones de receptores [7,59,149]. Ademds, analizamos la
capacidad de transformacién de los diferentes tipos de receptores
y su sensibilidad a 1la enzima ARNsa, para profundizar mds el

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

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr
de peso. Las mismas se adrenalectomizaron (ADX) por aproximacién
dorsal, en forma bilateral, 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 disponian de alimento

balanceado y NaCl 9% ad libitum.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién para
luego extraerles el hipocampo (HC) y la médula espinal (ME), para

ser utilizados en los distintos experimentos.

MARCACION DE SITIOS RECEPTORES EN SNC

El1 HC y la ME se homogenizaron en 2-3 volumenes de
buffer TEMGMo y luego 8e centrifugé durante 1h a 105000g. Se
tomaron alicuotas de 0.2 ml del citosol obtenido y se agregaron a
tubos que contenian concentraciones constantes saturantes
(ensayos de punto unico) de los 1ligandos: (6,7-3H)DEX (45.8
Ci/mmol); (1,2,6,7-3H)CORT (85.8 Ci/mmol) o (1,2,6,7-SH)ALDO (80

Ci/mmol) con o s8in la presencia de competidores no radioactivos
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sintéticos [90). Estos Gltimos, en conjuncién con los ligandos
marcados permiten caracterizar las diferentes poblaciones de
receptores presentes en las zonas estudiadas (Fig III.1l). Las
caracteristicas mas importantes de estas moléculas sintéticas
son: a)no s8e unen a transcortina; b)son mds resistentes a la
metabolizacién y c)son mas especificos que los esteroides
naturales y DEX. Para los receptores de glucocorticoidees se ha
desarrollado el RU-28362, que interactia exclusivamente con los
sitios tipo II, siendo mds especifico que otros compuestos usados
anteriormente como el TA o DEX (sintéticos) o CORT y 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 1la
afinidad por los sitios tipo I1 despreciable [61,152,153]. Estos
compuestos quimicos fueron proporcionadoe por el Dr. Philibert de

Roussel-UCLAF, Francia.

Los tubos con 1la mezcla de incubacién se mantuvieron a
0°C durante 20 h para alcanzar el equilibrio, luego de lo cual se
separ6® la hormona libre de la unida al receptor mediante columnas
de Sephadex LH-20 [137]. Los eluidos de las columnas se
recogieron en viales, y 1la radioactividad alli acumulada se
determiné en un contador de centelleo liquido.
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Figura JIII.1: Estructuras quimicas planas de 1loe esteroides
sintéticos utilizados. DEX, RU-28362 y RU-26SEB se comportan como
GC, mientras que el RU-26752 es un MC “puro’.
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Las proteinas se determinaron de acuerdo a la técnica de Lowry
et. al. [138] y 1los resultados se expresaron en fmol del

(S%H)esteroide unido/mg de prot. .

Los protocolos utilizados en la determinacién de 1la
cantidad de sitios para cada subtipo de receptor implican la
coexistencia de dos poblaciones de macromoléculas semejantes,
llamadas tipo II o "sitio glucocorticoide cléasico™, y tipo I [2].
Este Ultimo fue considerado por De Kloet [154] como poseedor de
dos expresiones fenotipicas diferentes llamadas: a)especie CORT-
preferencial (tipo Ia en 1la Fig 1I1I1I.Z2) v b) receptor
mineralocorticoide verdadero (tipro Ib en la Fig III.2); baséndose
en evidencias fisiolégicas y farmacolégicas. Nosotros hemos
empleado (SH)DEX y (SH)CORT con el fin de poder discriminar
diferentes poblaciones de receptores, como se ha hecho
previamente [61,149]. Con 1la utilizacién de (3H)DEX hemos

confeccionado el sigulente protocolo:

Tubo (A): (SH)DEXA solo.
Tubo (B): (A)+RU-28362 100 veces en exceso (RU-28362 100x).
Tubo (C):(B)+CORT 100 veces en exceso (CORT 100x).

Tubo (D):(A)+DEX no radiocactivo 1000 veces en exceeo (DEX
1000x%).
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Y U ™\

Ia ID II

& 4

CORT RU28362

A-(3H)DEX Ia+Ib+II+NS
B-(3H)DEX+RU Ia+Ib+NS
C-(3H)DEX+RU+CORT Ib+NS
D-(3H)DEX+1000xDEX NS

Figura III1.2: Determinacién de sitios de unién tipo I y tipo II
mediante el empleo de un bloqueante estereocespecifico de 1los
gitios II (RU-28362) y el desplazamiento del ligando unido a los
sltios tipo I utilizando CORT. Las incubaciones se realizaron con
(3H)DEX. La concentracién de los subtipos de receptores se obtuvo

matemdticamente. La unién inespecifica se estima utilizando DEX
radioinerte en exceso (1000x).
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Hemos considerado que (A) menos (B) da como resultado la
unién a sitios tipo II, (B) menos (C) da la unién a sitios tipo
Ia, mientras que con (C) menos (D) obtenemos la unidén a sitios
tipo Ib, asumiendo que los sitios tipo II y Ia son bloqQueados
gselectivamente por el RU-28362 y CORT respectivamente (fig II1I1.2)
[61]. Operativamente hemoe considerado a los sitios tipo I como

la suma de Ia + Ib.

Cuando se utilizé (3H)CORT (fig III.2b), se consideré
que este ligando ,s0lo, 8e une a 1los sitios tipo I y tipo 1II
(tubo (A)), (3H)CORT mas RU-28362 1000% se une a sitios tipo I
mas unién no especifica (tubo (B)) ,finalmente en el tubo (C)
colocamos la hormona tritiada mas 1000 veces esta concentracién
en RU-28362 ademds de RU-26752,que en conjunto bloquean ambos
tipos de receptores y miden tnicamente la unién no especifica. De
este modo la unién a sitios II resulta de (A) menoe (B), mientras
Que la unién a sitios tipo I se determina de (B) menos (C).
(SH)CORT no fue considerado adecuado para diferenciar los dos
fenotipos de los receptores subtipo I, ya que esta hormona posee
una afinidad comparable a ALDO por loe receptores marcados con
(SH)ALDO, como ha sido publicado anteriormente [2,61,155]. Sin
embargo existe una poblacién de receptores qgque poseen alta
afinidad por CORT pero para loe que ALDO es un agonista débil
{118,156].
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Flaura III.2b: Determinacién de sitios de unién tipo I y tipo II

utilizando (3H)CORT, mediante el empleo de
estereocespecificos de los sitios II (RU-28362) y de
(RU-26752). Las incubaciones se realizaron con
concentracién de los subtipos de receptores
matematicamente. La unién inespecifica se estima de
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Los ensayos de puntos unicos contenian a las hormonas
marcadas en una concentracién Unica en todos los tubos: 20 nM de

(®H)DEX , 40 nM de (3H)CORT.

ENSAYOS DE SATURACION

La ME y el HC fueron homogenizados en buffer TEMGMo
(Tefl6bn-vidrio), vy el homogenato obtenido s8e lo centrifugé a
105000xg durante 1h a 0-4°C. El citosol asi obtenido se dividié
en alicuotas de 200 pl y se incubé con (SH)DEX en un rango de
concentraciones de 5 a 20 nM con o sin la presencia de RU-28362.
La unién inespecifica se determiné por incubaciones paralelas con
DEX 1000x utilizando solamente 4 puntos dentro del rango de
concentraciones de la hormona tritiada. ©Se construyé asi una
linea recta, caracteristica de 1la unién no especifica, mediante
el método de los cuadrados minimos obteniendose un r2>0.99 en
todos los casos. Con la curva de calibracién inespecifica asi
construida se calculé la unién especifica como 1la resta de 1la
unidén inespecifica, obtenida de la recta, a la unién total, en

cada punto experimental.

La incubacién se mantuvo durante 20h a 0°C, luego de 1lo
cual se separdé la hormona libre de la unida mediante minicolumnas
de Sephadex-LH20. Se recogieron los eluidos de las columnas, que
contenian la radiocactividad de la hormona unida, y se determind
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su contenido radioactivo por centelleo en medio 1liquido. Los
resultados 8e expresaron como fmol de (SH)DEX especificamente

unido por mg de proteina.

Los procedimientos para determinar las diferentes
subpoblaciones de sitios de unién involucra la incubacién de
(3H)DEX (*1000x de hormona fria) en presencia o ausencia de RU-
28362. Sin este 1ltimo, la hormona marcada se une a los dos
sitios de wuniébn, pero con el competidor RU-28362 la (3H)DEX se
une solamente a los sitios receétores tipo I, quedando blogqueados
los sitios tipo II. En el caso de experimentos del tipo de
saturacién se realizaron dos incubaciones paralelas para
determinar los parametros de unién de los sitios receptores. En
una serie de tubo (serie E) se utilizé (3H)DEX que se incubbé en
ausencia del competidor frio, bajo estas condiciones se pueden
observar ambos sitios de unién. Los datos obtenidos se ajustaron
para dos sitios de unién y se calcularon los parametros segiun 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 concentracién de 500 nM por tubo.

Finalmente, a 1la serie de puntos inespecificoe se 1le agregd

(3H)DEX + DEX 1000x.

Los parametros de unién de los s8itios tipo I se

calcularon a partir de la serie de tubos G utilizando el método
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grafico lineal directo de Cressie y Keightley (158], ya Que en
estos casos se asume la presencia de un solo sitio de unién. La
unica fuente de datos para determinar la constante Kdz y Bmax2 es
la serie de tubos E, pero estamos en presencia, ademés, de 1los
receptores tipo I, por lo que se determiné el valor de Kdz con

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

tubos E y G:

Kdz = Bmax2 X F - F Ecl
Bt - Bmaxl X F
(Kdr + F)

donde Kdi, Kdz, Bmaxl y Bmax2 corresponden a las constantes de

disociacién y al numero médximo de sitios receptores para los
sitios tipo I y II, F corresponde a la concentracién de hormona
libre y Bt -equivale a 1la hormona marcada unida en forma
especifica tal como se 1la calcula de la serie de tubos E. Para
calcular Kdz se utilizan los valores de Kdi y Bmaxl obtenidos de
los valores dados por la serie de tubos G y Bmax2 se calcula
conociendo Bmaxtotai de la serie E y Bmaxl. Se informa el valor
de Kdz promedio de 1los datos individuales obtenidos, en un dado

experimento, con cada punto experimental conformado por el par de

valores Bt,F de la serie E.

UNION DE LOS SUBTIPOS I Y IT A ADN-CELULOSA
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El citosol de HC o ME se obtuvo en buffer TEMG con el
agregado de KC1 30 mM en reemplazo del molibdato de sodio,
conocido inhibidor de 1la transformacién del complejo hormona-
receptor. Se incubaron fracciones del citosol con (SH)DEX 20 nM,
los sitios de unidén tipo I fueron marcados después de bloquear
los subtipo II con RU-28362 100, mientras que los receptores tipo
II fueron determinados luego del bloqueo selectivo de los subtipo
I con RU-26752 100. Luego de 3hs de incubacién a 0°C, 1las
fracciones recibieron 300ug de ARNsa A (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 transformacién del receptor, luego una alicuota
fue destinada para medir unién total proceséndola a través de
Sephadex LH-20 para separar la hormona libre [137]. Otra alicuota
se tratd con una mezcla de carbdén-dextrédn (DCC) con el mismo fin
de separar la hormona libre de la unida, esta Gltima se aplica a
minicolumnas conteniendo ADN-celulosa de acuerdo a la técnica de
Kovacs et. al. [63). Las columnas se lavaron extensivamente con
buffer v los complejos hormona-receptor se eluyeron
posteriormente con buffer conteniendo NaCl 300mM. Finalmente, se
calculé el porcentaje de complejo unido a ADN-celulosa respecto
de la unién total, para 1los subtipos de receptop I y 1II

separadamente.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron 1los datos obtenidos mediante al test de
"t" de Student, como se indican en las figuras y tablas. Los
parametros de unién de los grdficos de Scatchard fueron
calculados mediante el método Lineal Directo de Cressie y
Keightley [158] en una computadora Hewlett-Packard HP86, en el
caso de estar en presencia de un solo s8itio de unién. Para
analizar los datos de los experimentos de saturacién sin agregado
de competidores no radioactivos, lo que presupone que estamos en
presencia de mds de un sitio de unién con diferentes afinidades,

se utilizé el método de las pendientes limite de Rodbard y col.

(157].

CURVAS DE COMPETENCIA

El HC y la ME s8e homogenizaron en 2-3 volumenes de
buffer TEMGMo y luego se centrifugé durante 1lh a 105000g. Se
tomaron alicuotas de 0.2 ml del citosol obtenido y se agregaron a
tubos que contenian los competidores RU-28362 o RU-26752 en
concentraciones Ox, 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 loeg ligandos
radioactivos (=2H)CORT o (SH)DEX en concentraciones fijas
saturantes de 40 nM y 20 nM, respectivamente. Se realizé la
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incubacién durante 20 h a 0°C, para luego separar la hormona
marcada libre de la unida por columnas de Sephadex LH-20. El
volumen Vo de las columnas, que contenian los receptores marcados
con el ligando tritiado, 8se recogieron en viales para luego ser
cuantificada la radioactividad correspondiente en un contador de
centelleo 1liquido. La unién no especifica se determiné por
duplicado en incubaciones paralelas utilizando una concentracién
1000x del 1ligando frio correspondiente, respecto de la hormona
radioactiva utilizada en un ensayo dado. Los resultados se
expresaron como porcentaje de unién especifica respecto de 1la
unién obtenida en 1las incubaciones controles (sin competidor
agregado, Bo). Se graficé % de unién especifica vs logaritmo de

la relacién (RUxxxxx)/((3H)esteroide).
CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS DE ADN-CELULOSA

La cromatografia se realiz6 en columnas de 1 cm de
diametro por 25 cm de largo en la que se agregdé un lecho de 3 gr
de ADN-celulosa (Sigma) previamente resuspendida y lavada con
Buffer TEMG + BSA hasta eliminar las particulas mds finas que
podrian tapar la columna (3 lavadoe con 20 ml del buffer). Una
vez formada la columna se lavdé nuevamente con 70 ml del buffer
con un flujo controlado por una bomba peristdltica, equivalente a

400pl/min, qQuedando 1lista para el ensayo. Cabe mencionar que

-115-



después de cada experiencia la columna se lavé con el buffer ya
mencionado hasta equilibrar el sistema ( aprox. 100 ml de
buffer), siendo la concentracién de iones similar al buffer de

lavado (medido por conductividad).

Los citosoles de ME y HC, obtenidos como ya ha esido
mencionado, se incubaron durante 18 hs a O °C en presencia de
(3H)DEX 20 nM y RU-26752 100x (se marcan unicamente los sitios
tipo II ), luego de lo cual se transforman los complejos hormona-
receptor por incubacién a 20 °C durante 30min. El1 total del
volumen de incubacién (3ml) es sembrado en 1la columna, lo que
representa aproximadamente 3x108 de cpm totales (equivalente a
aprox. 5x104 cpm de unién especifica a receptor), se conecta 1la
bomba para que penetre todo el volumen sembrado y se detiene la
misma durante 15min para que 1la mezcla reaccione con el ADN
acoplado a celulosa. Luego de dicho lapso se comienza con el
lavado correspondiente con buffer 60-70ml de TEMG+BSA mediante un
flujo de 200ul/min controlando la radioactividad del buffer (30
cpm) y del buffer del final del lavado que nunca supera los 80
cpm. Cuando se termina el proceso de 1lavado se comienza con el
gradiente 1lineal de elucién, para lo cual se colocan en 2
reservorios cénicos 10-12 ml de buffer de lavado (recipiente 1 en
la figura 1III.3), y una cantidad equivalente de buffer de alta
fuerza iénica (TEMG+BSA+KCl 300mM) [159] en el recipiente 2.
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Ambos recipientes no se conectan entre s8i hasta que se da
comienzo al ensayo, el recipiente 1 posee un agitador mecénico
para asegurar la mezcla del volumen de buffer del reservorio 2
que entra al recipiente 1. Para comenzar con la elucién de los
complejos hormona receptor que se unieron al ADN de la columna,
se abre la llave A (fig III.3) qQque conecta ambos recipientes, se
conecta el agitador en el recipiente 1 y 8e enciende la bomba
peristdltica a un flujo de 200ul/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 elucién se continta lavando 1la
columna con buffer de alta fuerza i6nica (300mM de KCl) hasta
equilibrar la misma, recogiendo siempre 400ul por tubo a un flujo
de 200ul/min. Cuando se finaliza el ensayo se procede a lavar 1la
columna como 8e ha mencionado al comienzo. Mientra que con 1las
fracciones se reservan 200ul para medicién de la radioactividad
por determinacién en un contador de centelleo liquido y el resto
del volumen de cada tubo (200ul) se utiliza para medir 1la

concentracién de potasio por conductimetria.
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Figura III.3: Esquema del sistema utilizado para la realizacién
de las cromatografias en columnas de ADN-celulosa. Los
reservorios cénicos 1 y 2, en la parte superior, contienen 1los
buffers de baja y alta fuerza 1i6nica, respectivamente. Se
conectan por medio de la llave A, y con un agitador en el
recipiente 1 se forma el gradiente 1lineal necesario para eluir
los receptores, unidos a ADN, de 1la columna. El1 flujo estd
controlado por una bomba peristdltica B, y las fracciones son
recogidas por un colector apropiado.

-118-



MEDICION DE LA CONCENTRACION DE K+ POR CONDUCTIMETRIA

La concentracién de KCl en cada fraccién se determiné
por medio de un conductimetro (Artronic) con wuna celda de
electrodos de Pt cuya constante resulté 1.1 cm—2. El rango de la
escala era de 0.05 us/cm a 200ms/cm, poeibilitando la
determinacién de un amplio rango de concentraciones. Se tomaban
alicuotas de 100 pl de cada 5 fracciones recogidas y se diluia a
20 ml con agua bidestilada, se procedia a la medicién de 1la
conductividad sumergiendo la celda en dicho volimen. En cada caso
se construia una curva de calibracién con 6 puntos distribuidos
en todo el rango de concentraciones utilizados .(OmM a 300mM de
KCl), en todos los casos la curva de calibracién resulté ser
lineal dentro de 1la escala de concentraciones wutilizada y el
coeficiente r2 giempre fue mayor que 0.999. La concentracién de

K+ se expresé como miliequivalentes/litro (meq/l).
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RESULTADOS

CURVAS DE COMPETENCIA CON RU-28362

Los primeros experimentoes realizados fueron curvae de
desplazamiento incubando con (3H)DEX 20.nM y compitiendo la unién
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], 1la naturaleza heterogénea de los receptores de
glucocorticoides en las dos zonas ensayadas, va que
concentraciones del competidor tan altas como 100x (respecto de
la concentracién de (3H)DEX) son inefectivas para desplazar
totalmente la wunién de hormona tritiada tanto en el HC como,
menos evidente, en la ME. La radioactividad que permanece unida a
sitios receptores para las concentraciones maximas de competidor
utilizadas son 50% del total en HC y 10% del total en ME. Otro
dato importante que puede ser observado de este grafico es,
ademés de la mencionada heterogenelidad en los sitios receptores,
la diferente composicién de sitios de unién resistentes al
competidor (sitios tipo I) y sensibles al mismo (eitios tipo II)
que se detecta en ME y en el HC. En la ME sélo el 10% de los
receptores totales no son desplazados de su unidén con (3H)DEX por
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Figura III1.4: Curvas de desplazamiento de la unién de (SH)DEX a
receptores, en citosol de ME e HC, utilizando distintas
concentraciones del compuesto RU-28362, el cual se une
especificamente a sitios tipo 1I. Se tomaron alicuotas de 200ul,
de 1los citosoles correspondientes, y s8e preincubaron con
distintas concentraciones del GC sintético RU-28362, durante 20
min. luego de lo cual se agregé (SH)DEX en concentracién tnica de
20nM, &a cada tubo y 8e incubé durante 20 h a 0°C. La
radiocactividad inespecifica se determiné en incubaciones
paralelas con (S2H)DEX + 1000x DEX radioinerte. Se representa el %
de unién respecto de controles (tubos sin competidor agregado,
Bo) vs logaritmo de la relacién RU/(3H)DEX.
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el competidor RU-28362, los llamados receptores tipo I, mientras
qQue el 90% si es sensible al ligando no radicactivo 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], como lo demuestra la figura 111.4, ya que
el 50% de los sitios receptores totales es sensible al competidor
RU-28362. Este 1ultimo resultado es coherente con numerosas
publicaciones que mencionan al HC como un tejido que mantiene
concentraciones altas de sitios tipo I, respecto de diferentes
zonas del ©SNC incluyendo 1la ME [2]. La concentracién de
receptores totales (sin RU-28362), en fmol/mg de proteina,
medidos en esta serie de ensayos fue de 160 para el HC y de 56

para la ME (resultados de un unico 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 dilucilones
similares a las usadas en los ensayos con (SH)DEX. En el HC s86lo
el 15% de la wunién especifica total es sensible a dicho
competidor, en la méxima concentracién ensayada, lo que eignifica
que el 15% de 1l1la unién de (3H)CORT 40 nM representa los sitios
tipo II1 y el resto representa los sitios tipo I (fig. III.5). En
la ME el 39% de la hormona marcada unida fue sensible al RU-28362
100x (4 pM), mientras que el 61% de los sitios receptores totales
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Figura III1.5: Curvas de desplazamiento de la unién de (3H)CORT a
receptores, en citosol de ME e HC, utilizando distintas
concentraciones del compuesto RU-28362, el cual se une
especificamente a sitios tipo II. Las condiciones experimentales
son similares a las descriptas en la fig I1I.4. Se representa el
% de unién respecto de controles (tubos sin competidor agregado,
Bo) va logaritmo de la relacién RU/(3H)CORT.
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resultaron resistentes a 1la méxima concentracidén de competidor
utilizada. Como s8e puede observar la hormona (3H)CORT tiene
afinidades diferentes a las vistas para (3H)DEX por los sitilos
tipo I y tipo II, tal como menciona la literatura [2,7], ya que,
de no 8ser asi, no se Jjustificarian los patrones de competencia
diferentes observados cuando se utiliza (3H)CORT y (SH)DEX. La
concentracién de receptores totales, cuando no sSe colocaba
competidor en 1la incubacién, en esta serie de experimentos
resulté de 224 Fmol/mg prot. para el HC y 36 Fmol/mg prot. para

la ME (resultados de un unico ensayo).

ENSAYOS DE PUNTO UNICO

Luego de loe experimentos de competencia que sefialan la
heterogeneidad de los sitios de unién en la ME (principalmente) y
en el HC ( aungque ya publicado por otros autores), ademds de que
suglieren que la composicién de los receptores en los dos tejidos
estudiados son diferentes, decidimos realizar una serie de
experimentos de puntos Gnicos para confirmacién de estos
hallazgos wutilizando una concentracién saturante de (SH)DEX o
(SH)CORT en presencia o ausencia de RU-28362 100x, que fue 1la
concentracién maxima utilizada en los ensayos de competencia y
que consideramos adecuada para poder discriminar entre los

distintos sitios de unién presentes en HC y ME.
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La primera parte de estos ensayos se realizaron con
(SH)DEX y 1los resultados se muestran en la figura III.6. Estos
experimentos mostraron cantidades equivalentes de sitios tipo I y
tipo I1 en el HC, tal como se observé en 1los ensayos de
competencia, con una relacién I/II de 1.2 . En la ME la situacién
fue distinta, ya que mientras la concentracién de sitios tipo 1II
era comparable a la encontrada en el HC, los sitios tipo I se
encontraban significativamente reducidos en comparacién con los
niveles hallados en el HC (p<0.02), la relacidén I/II en la ME es
de 0.3 Estos resultados confirman que la concentracién de

sitios tipo I y tipo II son diferentes en la ME y el HC (fig
I11.6).

La segunda parte de loes experimentos incluyeron el uso
de (3H)CORT, de esta manera comparamos resultados obtenidos con
glucocorticoides sintéticos y naturales. La fig III1.7 muestra los
resultados obtenidos, donde se puede observar que los sitios tipo
I marcados con la hormona natural se concentran preferentemente
en el HC (p<0.001), siendo este resultado similar al obtenido
con (3H)DEX. No obstante, la distribucién de sitios en ambos
tejidos difiere de la observada con (3H)DEX, ya que la relacién
I/II en el HC es de 6.0 y la misma relacién en la ME es de 1.0
como se puede observar comparando la figura I1II.6 y III.7.
También se volvié a encontrar una baja concentracién de sitios
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Figura 1II1.6: Unién de (3®H)DEX a receptores tipos I y I1 en ME e
HC. El1 citosol de 1los tejidos nerviosos se 1incubdé con DEX
tritiada en una concentracién fija de 20nM (A), mas RU-28362 (B),
mas RU28362 y CORT (C), o con 1000x de DEX radioinerte (D). Se
consideré que la unién a subtipo Il resulta de A menos B, tipo I
de B menos C, mientras que D representa la unién no especifica.

Los resultados sSe expresan como la media * E.S. de 4
experimentos.

X p< 0.02 vs. tipo Ia de HC

*% p< 0.001 vs. Ia/Il en HC
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Figura IJ1.7: Unién de (3H)CORT a receptores en ME e HC. Los
citosoles correspondientes se incubaron con el ligando
radioactivo sélo (A), mas RU-28362 (B), mas RU-28362 y RU-26752
(C). Se consideré que la unién a sitios tipo II resulta de A
menos B, y los receptores tipo I de B menos C. Los resultados
representan la media * E.S. de 3-4 experimentos.

¥ p< 0.001 vs. tipo I de HC.

*%x p< 0.05 vs. I/II en HC.

-127-



tipo I en la ME respecto del HC en lo que atafie a la relacién

I/I1 en ambos tejidos.

ENSAYOS DE SATURACION

Luego de realizar 1los experimentos de punto f1nico
decidimos hacer andlisis de saturacién de ambos sitios de wunién
para poder medir las afinidades de estos sitios receptores ademés
de su concentracién, tnico dato posible de obtener con 1la
metodologia arriba mencionada, y describir asi méds apropiadamente
a los diferentes sitios de unién. Para ello, utilizamos (3H)DEX
en concentraciones crecientes tal como se describié en Materiales
y Métodos. La figura 1III.8 muestra los resultados en el HC
(grafico superior) vy en la ME (grédfico inferior) con o sin el
agregado del competidor no radiocactivo RU-28362, en la forma de

graficos de Scatchard [160].

Los valores de Bmaxl y Bmax2 calculados de estos ensayos
caen dentro del rango de valores obtenidos con los experimentos
de punto unico. La concentracién de sitios tipo II resultd
similar en las dos zonas estudiadas, mientras que los sitios tipo
I se concentraron preferencialmente en el HC coincidentemente con
resultados obtenidos por ensayos de punto unico vy con
publicaciones anteriores [8,31,98). Ademéas, los valores de las
constantes de afinidad de amboes sitios revela que la hormona
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Figure I1I11.8: Graficos de Scatchard de la unién de (3H)DEX en ME
(panel inferior) e HC (panel superior). Los citosoles obtenidos
de cada tejido se incubaron en buffer TEMG con molibdato 20mM,
durante 20 h a 0°C en presencia de la hormona radiocactiva en un
rango de concentraciones de 0.5 a 15 nM (* DEX radioinerte). Se
trabajé en ausencia (0) o en presencia (0) del GC sintético ROU-
28362 agregado en una concentracién fija de 500 nM/tubo. En
presencia del competidor 8e marcaron 1los sitios tipo I con
valores de Kdi de 5.0 nM en ME y 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 Kdz calculados
utilizando Eecl fueron de 3.5 nM en ME y 0.7 nM en HC. Los Bmax2
resultaron de 14 fmol/mg prot. en ME y 25.0 fmol/mg prot.en HC
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(SH)DEX tiene alta afinidad por ambos s8itios de unién aunque Kda
sea mayor que Kdz, bajo las condiciones experimentales

mencionadas, dato que es coherente con publicaciones anteriores

[(9,100].

TRANSFORMACION DE LOS SUBTIPOS DE RECEPTORES Y SENSIBILIDAD A
ARNea

El siguiente paso fue estudiar la transformacién de 1los
receptores, por la cual adquieren la habilidad de unirse a ADN-
celulosa, promovida por el calentamiento o calentamiento mas la
accién de la enzima ARNsa A [36,92,143,144]. La figura 1III.S
muestra los resultados al incubar el citosol de ME o HC con
(SH)DEX en ausencia (marcacién de sitios totales) o presencia de
RU-28362 (marcacién sitios tipo I) o presencia de RU-26752
{marcacion de sitios tipo 1II). Paralelamente se ve la accidén de
la enzima mencionada en cada subtipo de receptor, asi se puede
observar en el panel izquierdo de la figura III.9 el porcentaje
de unién a ADN-celulosa de los receptores tipo I, la enzima ARNsa
tuvo accidén en 1los 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 unién
tipo II (panel central), la enzima siguié6 siendo efectiva en 1los

receptores de HC (p<0.01), pero no lo fue en la ME.

-130-



«
S
3 Receptores tipo I Receptores tipo II Receptores totales
Q{) 30- 60+ 301
Z. " |
= - < ] ]
o 20 * * | w0 ) [ 20 4 21
T > Z% 2 - /E

g P |7 N
S ) 1 U 7 m
< m _ m
O 0 é % 0 // 0 é

HC ME HC ME HC ME

Figura I1I1I1.9: Unién de 1los complejos H-R a ADN-celulosa en
ausencia (barras vacias) o en presencia (barras rayadas) de ARNsa
durante el proceso de transformacién. El1 citosol se incubdé con
(3H)DEX =6lo, para marcar receptores totales (panel derecho), o
con RU-26752 para marcar unicamente sitios tipo II (panel
central), o con RU-28362 para marcar egitios tiro I (panel
izquierdo). La enzima ARNsa incrementé el % de unién a ADN-cel.
para los sitios tipo I en HC (%%%x p< 0.02) y ME (%% p< 0.01), loe
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
subtipc II de la ME. Los resultados representan la media * E.S.
de 3-4 experimentos por tipo de receptor.
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Cabe mencionar que el porcentaje de unién a ADN en 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
enzimdtico se demostré 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 ME sean sensibles a la
ARNsa pero cuando se observan los sitios receptores totales en ME
no se detecte sensibilidad a la enzima puede explicarse
recordando que la concentracién de sitios tipo I en la ME es muy
baja y qQque la gran mayoria de los receptores sean del tipo 1I,

que son insensibles a dicha enzima (fig III.9, panel central).
CROMATOGRAKFIA EN ADN-CELULOSA

La diferencia existente entre los sitioe tipo II de 1la
ME, insensible a la ARNsa, pero presentando en condiciones
basales mayor afinidad por ADN-celulosa, y 1los tipo II del HC,
que responden a la accién de esta enzima (fig III.S8, panel
central), nos hizo pensar en los tipos de receptores de
linfocitos encontrados por Gehring et.al. [158,164], tipo nativo
o salvaje (wt), con afinidad nuclear deficiente (nt-) y con
afinidad nuclear alta (ntt). Decidimoe realizar cromatogrdfias

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 ME y 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. Loe experimentos
realizados se resumen en la figura 1I1.10 donde observamos los
perfiles de elucién de 1la columna con el aumento de la
concentracién de KCl en el buffer de elucibén. Al pico de elucién
para los sitios tipo II del HC le correspondié una concentraciodn
de K+ de 189 mM, mientras qQque para los mismos sitios de la ME el

pico de elucién correspondié a una concentracién de 210 mM.

De este modo, estos resultados sugieren una
heterogeneidad en el proceso de transformacién a nivel tisular.
Asi, la transformacién fue estimulada por 1la enzima ARNsa para
los subtipos de receptor I, en ambas zonas ensayadas. Para los
subtipos de receptor II, 1la transformacién basal en el HC fue
baja, pero la enzima estimulé la afinidad del complejo hormona
receptor por ADN, mientras que la ME mostrdé una transformacién
basal alta, en cuanto a los receptores tipo 1II, pero también

insensibilidad a la ribonucleasa.
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Figura III.10: Perfil de elucién de 1los receptores tipo II
transformados, de ME, sembrados en una columna de ADN-celulosa.
El citosol fue incubado con (3H)DEX en presencia de RU-26752,
para marcar sitios tipo II, durante 18h a 0°C, luego de lo cual
se transformé por calentamiento durante 30 min a 20 °C, el total
del volumen incubado fue sembrado en 1la parte superior de 1la
columna de ADN-cel. (3ml) y 1luego 1la columna se lavdé para
finalmente eluir los receptores con un gradiente lineal de KC1l O-
300 mM. La 1linea gruesa representa el perfil de elucién de 1los
receptores marcados, mientras que la linea fina representa la
concentracion de KCl en mM. El pico de elucién para los sitios
tipo II de ME correspondié a una concentracién de K+ de 210 mM.
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Figura III.11: Perfil de elucién de 1los receptores tipo II
transformados, de HC, sembrados en una columna de ADN-celulosa.
Las condiciones experimentales eon similares a las enunciadas en
la fig III.10. La linea gruesa representa el perfil de elucién de
los receptores marcados, mientras que la linea fina representa la
concentracién de KCl en mM. El pico de elucién para los sitios
tipo I1 de HC correspondié a una concentracién de K+ de 189 mM.

-135-



DISCUSION

Los resultados de los experimentos realizados demuestran
una heterogeneidad pronunciada en la poblacién de receptores en
citosol de HC y ME, para corticoides naturales y sintéticos. En
el caso de las curvas de competencia se puede observar sitios de
unién marcados que no son desplazables por las concentraciones
méas altas del competidor (fig III.4 y III.5 punto 100x). Este
resultado se vé empleando (2H)DEX y (®H)CORT como ligandos
marcados. En este 1udltimo caso, a 1los sitios de unién no
desplazables por el competidor RU-28362, s8e los 1llamé6 sitios
CORT-preferenciales [7], y luego se los homologd a sitios tipo 1
(151,161], o s8sea 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 DEX tritiado,
también encontramos sitios de unién 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 unién en la ME y el HC, y la diferente concentracién
de cada sitio receptor en ambos tejidoe, hecho también observado
por otros grupos de trabajo en diferentes zonas del SNC

[2,7,100,151,161].
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Cuando se usa (BH)CORT o (3H)DEX se observan diferenci

en las concentraciones de los sitios de unién tipo I y tipo 1

ya

sea

en el HC o la ME (fig I11.6 y III1I.7). Este tipo

comportamiento podria deberse a dos causas diferentes:

A) La CORT posee afinidad comparable a DEX por 1los
sitios II y muy alta afinidad por los sitios tipo 1I.
Esta posibilidad implicaria que cuando se utiliza CORT
tritiada para marcar ambos sitios de unién, "la
concentracién de sitios tipo II sea comparable a la
obtenida con DEX tritiada como marcador, pero la
concentracién de sitios tipo I serd mds alta pues
(3H)CORT posee mayor afinidad que (3H)DEX por estos
sitios y consecuentemente los estima con mayor

exactitud.

B) La hormona (3H)CORT posee alta afinidad por 1los
sitios tipo I (y como veremos en el capitulo 4,
(®H)DEX también posee alta afinidad por los sitios
tipo I), y muy baja afinidad por los sitios tipo 1II,
en comparacién con (SH)DEX. Esta suposicién también
explicaria 1las figuras III.6 y I11.7, vy como
consecuencia la hormona (SH)CORT subestima la cantidad
de sitios tipo 1II Qque se encuentran en las 2zonas

estudiadas.
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Esta 1Ultima posibilidad se ve confirmada por publicaciones
anteriores en las que se obtuvo baja afinidad de CORT por
receptores tipo 1II,(trabajos posteriores a 1988 y resultados
nuestros hablan también de alta afinidad de (3H)DEX por los sitios

tipo I) [(7,100,151,161].

Los ensayos de punto unico permiten profundizar 1los
estudios respecto de las concentraciones relativas de los
diferentes sitios de unién tanto en ME como en HC. Emﬁleando
(SH)DEX y los competidores selectivos se observaron resultados
coherentes con los ensayos de competencia, encontrandose dos sitios
de unién 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 unién 1la hace adecuada para revelar las
concentraciones de estos sitios receptores en distintas zonas del
SNC, ya que la CORT posee muy baja afinidad por 1los sitios 1II
subestimando su concentracién cuando se la emplea para marcar ambos

receptores (fig II1I1I.6 y III.7) [151,161].

Los experimentos de saturacién 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 capitulo siguiente veremos méds 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 ME como en HC. En
cuanto a la concentracién de loes sitios de unidén, este resultado es

consecuente con los ensayos de puntos unicos.

Resumiendo, los ensayos hasta aqui realizados demuestran
que existe heterogeneidad en los sitios de unién para
glucocorticoides tanto en ME como en HC, que la concentracién de
estos sitios es diferente en las dos pegiones bajo estudio y que
(SH)CORT tiene poca afinidad por los sitios tipo II, siendo més
adecuado trabajar con (SH)DEX para evaluar la concentracién de los
gitios de unién en distintas regiones del ©SNC, con la ayuda de
competidores adecuados. Ademds se observd, como en publicaciones
previas, que los =sitios tipo 1II estdn més uniformemente
distribuidos en las zonas estudiadas, y en general en todo el SNC,

y que los sitios tipo I estéan preferentemente concentrados en el HC

(2,8,31].

En nuestra ultima serie de experimentos relacionados con
la transformacién de 1los distintos sitios receptores, observamos
que los sitios tipo I de ambas zonas fueron sensibles a la enzima
ARNsa. Recordemos qQue la concentracién absoluta de los sitios tipo
I en ME es muy baja, y que sorprendentemente los sitios tipo II de

ME se comportaron en forma diferente a la observada por los mismos
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sitios del HC cuando se los somete a la accidén de la ribonucleasa,
sugiriendo una diferencia estructural entre ambos sitios tipo II.
Previamente habiamos encontrado que (ver capitulo anterior): a) La
transformacién basal de 1los sitios receptores marcados 1Unicamente
con (3H)DEX era mayor en la ME que 1la 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 1la ME [36]. El1 aparente
comportamiento refractario de los receptores totales de ME a 1la
enzima se aclara con estos estudios que revelan la sensibilidad de
los sitios tipo I tanto de la ME como del HC a 1la accién
hidrolitica de la enzima. Debido a la baja concentracién de los
sitios tipo I en ME, el comportamiento refractario de los sitios
tipo II de ME enmascara la respuesta de los anteriores en dicha
zona del SNC. Los sitios tipo II de HC, como ya dijimos, fueron

sensibles a la ribonucleasa.

Esta diferencia de comportamiento de los sitios tipo II de
ME fue explorada mds a fondo mediante las cromatografias en
columnas de ADN-celulosa. Los resultados, aunque provisorios,
sugieren que los sitios tipo II de ME necesitan mayor fuerza idénica
para eluir de la columna. Este resultado es, tal vez,
correlacionable con la mayor afinidad basal de los sitios tipo 1II
de ME por ADN-celulosa, previamente mencionada. No obstante, la

-140-



diferencia en las concentraciones 1i6nicas a las que eluye el pico
de radioactividad, correspondiente a los sitios receptores tipo 1II
de ME y HC, es sugestiva, a la luz de las diferencias encontradas
en cuanto a la sensibilidad enzimética de estos sitios de unién, de
la posibilidad que existen diferencias entre los sitios tipo II de
ME y 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 [158] vy
tentador correlacionar dichos resultados con éstos. Por ello,
tentativamente sugerimos que los receptores tipo 1II de ME son
similares a los llamados nti [158]. Esto no se puede afirmar por el
momento pero refuerza la hipétesis de heterogeneidad de funcién

entre los sitios tipo II de ME y HC.

Los mecanismos de accién de la ARNsa han sido debatidos.
Mientras algunos autores sostienen que los receptores de hormonas
esteroideas son ribonucleoproteinas [69,70,87,144,145,146],
implicando que la enzima actia hidroliticamente digiriendo ARN
asoclado al receptor, otros sostienen que la enzima actuaria

directamente sobre el receptor regulando sus propiedades [132,162].

Nosotros podemos pensar en dos hipétesis de accidén de 1la
enzima sobre los sitios receptores, que concuerden con loe

resultados alcanzados. Una explicacién atribuida a diferencias

-141-



entre los mismos sitios receptores tipo II seria que los sitios de
ME no contendrian ARN asociado y los sitios de HC si, ésto explica
la alta afinidad basal de loes sitios tipo II de ME respecto del HC
[36,90]. Otra explicacién seria con respecto a diferencias
tisulares entre ME y 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
ARN asociado al receptor. La ME , a diferencia del HC, tendria una
alta actividad de ARNsa que depletéria completamente el ARN
asociado a s8u receptor, antes del aislamiento, siendo finalmente

insenesible a la enzima.

Por dltmo, los resultados alcanzados:a) heterogeneidad en
los sitlos de unién de glucocorticoides; b) alta afinidad de 1los
sitios tipo I por (BH)CORT y c) diferencias entre los sitios de
unién tipo II de ME y HC, permiten explicar las diferencias
encontradas en la captacién nuclear in vivo de (2H)CORT inyectada
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 (2H)CORT, dada la alta afinidad de esta hormona
por sitios tipo I [([7,151,161], es razonable suponer qQue la alta
concentracién de estos sitios de unién en el HC permitié que
captara la hormona uniéndose al sitio I. Por otra parte, 1la
concentracién de sitios tipo I en ME es muy baja y por lo tanto
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este tejido capté menos hormona y 1la translocacién al nucleo fue
menor a la esperada puesto que s6lo los sitios tipo I translocaron,
ya que eran los uUnicos ocupados eficientemente en ambos tejidos. La
unica opcidén a esta explicacién es que no contempla la captacidén de
(3H)CORT medida en el homogenato que concordaba con la esperada
dada la concentracién de sitios de unién totales medidos. Esto
indica casi con seguridad que en la ME la hormona (SH)CORT estaba
unida también a sitios tipo II, que 8on los mayoritarios. La
explicacién es, entonces, atribuible en forma indirecta a las
diferencias encontradas para los esitios de unién tipo II entre ME y
HC. Esto llevaria a pensar que 1los sitlios tipo 11 de ME, ocupados

en forma parcial por (3H)CORT, no habrian translocado al nicleo.

En los mecanismos de transformacién y translocacién de los
receptores tipo II estaria la respuesta a estos interrogantes.
Finalmente, una comprensién de los fenbémenos involucrados en la
captacién tisular de (3H)CORT puede encontrarse en los préximos

capitulos, que aportan otras posibilidades a los resultados aqui

presentados.
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Parametros de Union
de los Sitios Tipo |
en HC y ME

CAPITULO IV




INTRODUCCION

El SNC es 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 terminologia propuesta para los receptores de rifién, se los
llama sitios tipo I y sitios tipo 1I [2,7,98,99]. Los sitios'tipo
I presentan mayor afinidad por esteroides naturales como la CORT
y 8e encuentran concentrados preferentemente en el sistema
limbico, méas precisamente en el HC, con baja o moderada expresién
en otras regiones cerebrales, incluyendo la ME [2,7,98,165]. Los
receptores tipo II estédn mds uniformemente distribuidos, entre
neuronas Yy glia, en todo el SNC y muestran preferencia por
glucocorticoides sintéticoes como la DEX, segin se concluye de
estudios 1in vivo [8,9,100]. Estos sitios receptores estan

altamente concentrados en ME [Cap III].

Estudios in vitro revelan que el sitio receptor
preponderante en ME es el tipo II [Cap III,90]. Este sitio tipo
II muestra similitudes pero también sugestivas diferencias
respecto del mismo sitio en el HC. Estas diferencias aparecen
principalmente cuando se estudia la transformacién del receptor
inducida por calor, y s8u regulacién [Cap 11,36,90]. Datos
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preliminares, ademds, 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, como competidor, en
experiencias que pretendian resolver el sistema de dos tipos de

receptores en las zonas del SNC mencionadas.

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-28362 y dos protocolos experimentales
diferentes, asi como también un método no competitivo para
resolver los parametros de ambos sitios receptores con datos de
experimentos de saturacioén. Para s8seleccionar el protocolo
experimental que introduce menos error en la determinacién de
dichos parémetros empleando al glucocorticoide sintético RU-28362
como competidor, se utilizaron simulaciones por computadora de
datos tedéricos. Los resultados indican que los sitios tipo I de
HC y ME tienen mayor afinidad por (BH)DEX que los sitios tipo 11,
contrariamente a resultados publicados de experiencias in vivo
[2,8,9,100]. Ademée, los sitios receptores tipo II de ME muestran
menor afinidad para DEX tritiada cuando se la compara con la de

los mismos receptores en HC.
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MATERIALES Y METODOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr
de peso. Las mismas se adrenalectomizaron (ADX) por aproximacién
dorsal, en forma bilateral, 2 a 3 dias antes del sacrificio y se
mantuvieron durante ese lapso en grupos de 10 animales en Jjaulas

apropiadas donde disponian de alimento balanceado y NaCl 93 ad

libitum.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién .Luego
ee les extrajo la ME por laminectomia, mientras que el HC &8e

disecé tal como se describidé anteriormente ([Cap. II].

EXPERIMENTOS DE SATURACION

La ME y el HC fueron homogenizados en buffer TEMGMo
(Tefldén-vidrio), y al homogenato obtenido 8e lo centrifugé a
105000xg durante 1h a 0°-4°C. El citosol asi obtenido se dividié
en alicuotas de 0.2 ml y se incubé con (3H)DEX en un rango de
concentraciones de 0.5 a 20 nM con o sin la presencia de RU-28362
[61]. La unién inespecifica se determiné por incubaciones
paralelas con DEX 1000x utilizando solamente 4 puntos dentro del
rango de concentraciones de la hormona tritiada. Se construyé asi
una linea recta, caracteristica de la unién no especifica,
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mediante el método de loe cuadrados minimos, obteniéndose un
r2>0.99 en todos 1los casos. Con la curva de calibracién
inespecifica asi construida se calculé la unién especifica como
la resta de la unién ineepecifica, obtenida de 1la recta, a la

unién total, en cada punto experimental.

La incubacién se mantuvo durante 20h a 0°C, luego de lo
cual se separd6 la hormona libre de la unida mediante minicolumnas
de Sephadex-LH20. Se recogieron loe eluidos de las columnas, que
contenian la radiocactividad de la hormona unida, y se los prepard
para la determinacién de la radioactividad por centelleo liquido.
Los resultados se expresaron como fmol de (3H)DEX especificamente
unido por mg de proteina, determinédndose 1la concentracidn

protéica por el método de Lowry [138].

Loe procedimientos para determinar las diferentes
subpoblaciones de sitios de unién han sildo descriptos en el
capitulo anterior, fundamentalmente en lo que respecta a
experimentos de puntos 1Unicos [Cap. III]. Brevemente, (3H)DEX
(*¥1000x de hormona fria) se incuba en presencia o ausencia de RU-
28362. Sin este 1WUltimo, la hormona marcada se une a los dos
sitios de unién, pero con el competidor RU-28362 la (3H)DEX se
une solamente a los sitios receptores tipo I, quedando blogueados

logs sitios tipo 1II. En el caso de experimentoe del tipo de
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saturacién, se utilizaron tres protocolos distintos para
determinar los parédmetros de unién de los dietintos sitios
receptores. En el protocolo A, (3H)DEX se incubd en ausencia del
competidor frio, bajo estas condiciones se pueden observar ambos
sitios de unién. Los datos obtenidos se ajustaron para dos sitios
de unién y s8e calcularon los parametros segun el método de las
pendientes limite de Rodbard y col. [157]. En el protocolo B, uno
de los dos que utiliza al competidor no radiocactivo, se utilizé
al RU-28362 en una concentracién fija (500nM) en cada punto del
ensayo de saturacién. Este método resulta en una relacién
competidor/ligando variable en cada punto ensayado, pues la
concentracién del ligando varia en el rango de 0.5-20nM, mientras
que la concentracién del competidor se mantliene constante; dicha
relacién varia desde 1000x en el limite inferior del rango
menclonado, a 25x, en el extremo superior. El1 tercer protocolo
utilizado, también con el competidor radioinerte, llamado
protocolo C, el RU-28362 se agregd a la mezcla de incubacién en
concentraciones que variaban en paralelo con la concentracién del
ligando marcado, y la relacién competidor/ligando se fij6é en un

valor de 500x.

CALCULO DE PARAMETROS. ANALISIS ESTADISTICO Y COMPUTACIONAL
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Los datos se analizaron de acuerdo con los sigulentes

tests:

¥Andlisis "t" de Student.

*Andlisis de la varianza de una via, seguido por

comparaciones maltiples.

Los parametros de unién de los dos tipos de receptores se
calcularon, para el caso del protocolo A, por el método de ' las
rendientes limite [157], pues se estén 6bservando ambos sitios de
unién a la vez ; y cuando se analizan los datos obtenidos con los
protocolos B o C se wutiliza el método grédfico lineal directo de
Cressie y Keightley [158], ya que en estos casos se esta en

presencia de un solo sitio de unién.

La unica fuente de datos para determinar la constante
Kdz2 es el protocolo A; este valor se puede determinar de dichos
datos, ya 8ea por el método de las pendientes limite ya
mencionado o utilizando los datos combinados de los protocolos A

vy Bo Ay C con ayuda de la ecuacién Ecl:

Kdz = _____Bmax2 X F - F Ec1

(Kdi1 + F)
donde Kdi, Kd=z, Bmaxl y Bmax2 corresponden a las conetantes de

disociacién y al numero maximo de sitios receptores para los
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sitios tipo I y II, F corresponde a la concentracié4n de hormona
libre y Bt equivale a 1la hormona marcada unida en forma
especifica tal como se la calcula del protocolo A. Para calcular
Kdz =e utilizan los valores de Kdi y Bmaxl obtenidos de 1los
protocolos B o C y Bmax2 se calcula conociendo Bmaxtotail 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.

Ademéds, se recurrid6 a simulaciones por computadora para
predecir el comportamiento de los distintos protocolos. Para
ello, se aliment6 al sistema de cédlculo con datos simulados que
pretendian imitar situaciones encontradas en los experimentos in
vitro con la presencia de dos sitios de unién de diferente
afinidad, y diferente Bmax, ademds un ligando marcado y su
corespondiente competidor, el cual s8se une exclusivamente a un
solo tipo de receptor. Esta situacidén esta definida por el

siguiente conjunto de ecuaciones quimicas (Ec2):

C + RZ2 <==—=—=—> CRZ2
H ++ R1 <—=——=—=—> HRAL1 Ec2Z2
H + R2Z2 <=—==—> HR2
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donde C representa al competidor que en este caso es el compueeto
RU-28362, Rl y R2 son los distintos tipos de receptores, H es 1la
hormona marcada y CR2, HR1 y HR2 son los complejos respectivos.
En esta simulacién no se contemplé la posibilidad de una especie
CR1, ya que el RU-28362 tiene afinidad nula por los receptores
tipo I [61). La ecuacién gque representa la unién de H a ambos
receptores en presencia del competidor, teniendo en cuenta 1los

equilibrios quimicos ya planteados (Ec2) esta representada por

Ec3:

Be = Bmaxl x F -+ _Bmax2 x F Ec3
Kdi + F Kdz + Kdz/Kds * C1 + F

donde Bt es la hormona marcada unida a ambos sitioe de unién, Ca
es la concentracién del competidor 1libre ( no unido), Kds es 1la
constante de disociacién del competidor con el sitio tipo II. Be
es el resultado de la suma de dos grandes términos, el primero
representa la unién al sitio tipo I y el s8egundo término
representa la unién al sitio tipo II. De acuerdo con resultados
previos la relacién Kdz/Kdas 8se considera igual a 1.7 ([61]. El1
comportamiento del protocolo B se simulé reemplazando, en Ec3, el

término Ci por la siguiente ecuacién (Ec4d):

Ci = 500nM - Bmax2 Ec4
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v el protocolo C se consiguild simular en la computadora cuando se

reemplazbé, en Ec3, Ci por lo siguiente (EcH):

Ci = 500 x F + 500 x Bl - Bmax2 Ecb

En los graficos 1IV.4 y IV.5 B8e representan valores
obtenidos mediante las simulaciones cuando ese reemplaza el
término constante 500 de las ecuaclones Ec4 y EcdS por los valores

100, 250, 500 y 1000 segin se indica (ver Resultados).

La computadora utilizada fue una Epson Equity II PC
compatible, con el programa Lotus 1-2-3 que se alimentd con las

ecuaciones antes mencionadas.
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RESULTADOS

EXPERIMENTOS DE SATURACION

Utilizando el protocolo A, se incubdé citosol de ME y HC
con (SH)DEX en un rango de concentraciones de 0.5 a 20 nM sin el
competidor RU-28362. Como se muestra en la figura 1IV.1, se
obtuvieron datos que, graficados segin el sistema de Scatchard,
[160] se alinean dando un claro perfil curvilineo, indicando la
presencia de sitios de unién con diferente afinidad por el
ligando. Este resultado es consistente con el modelo de dos
sitios de unién propuesto por distintos autores [2,7]. En este
caso, 8e pueden calcular loe parametros de ambos sitios
utilizando el método de las pendientes limite [157]. De esta
forma, se observd que el valor de Bmax para los sitios tipo I era
més alto en el HC respecto de la ME (p<0.01 vs ME), mientras que
la concentracién de sitios tipo I1II (Bmax2) era comparable en
ambos tejidos, 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)DEX se une con gran afinidad a
ambos sitios pero el Kdai fue consistentemente mds bajo que el Kdz
en ambas 2zonas estudiadas (p < 0.05 por ANOVA seguido por
comparaciones miultiples). Este resultado se contrapone con

observaciones in vivo que indicaban que la afinidad de la hormona
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Figura JV.1: Grafico de Scatchard resultante ce experimerntos de
gsaturacidén utilizando (SH)DEX en citosoles de EC (panel superior)
y ME (panel inferior) de ratas ADX. Los citosoles de los tejidos
mencionados fueron incubados en buffer TEMGMo durante 20 h a O0-
4°C con concentraciones del ligando radioactivo en un rango cde
0.5- 20 nM (* DEX radioinerte 1000x), condiciones que fueron
designadas bajo el nombre de protocolo A. Los parametros cde
unién, de los gréaficos curvilineos, se calcularon con el método
de las pendientes 1limite de Rodbard y ccl. La figura es
representativa de € experimentos. Para sitios tipo I en el HC,
los resultados fueron: Kdi=0.67 nM y Bmax1=73 fmol/mg prot.,
mientras que en ME: Kdi=0.44 nM y Bmax1=12.6 fmol/mg prot. Para
sitios tipo II en HC: Kdz= 8.4 nM y Bmax2= 153.1 fmol/mg prot.,
mientras que para ME: Kdz= 26 nM y Bmax2= 190 fmol/mg prot.
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Tabla IV.A: Parémetros de unién de los sitios tipo I y tipo II de
ME y HC, obtenidos mediante el protocolo A.

Bmax1 Kda Bmax2 Kdz
_Tedjido (fmol/mg p.) (nM) (fmol/mg p.)  (nM)
ME 12+3a 1.5£0.6 120+43 17+4v
HC 57+13 0.3610.01 165131 5.2+0.9

Los citosoles de la ME y el HC fueron incubados con 0.5-20 nM de
(SH)DEX con o s8in la presencia de 1000x de DEX no radioactivo.
Los parametros de unién de los datos experimentales se obtuvieron
por el método de las pendientes limite de Rodbard et. al. [157]
asumiéndose un modelo de dos s8itios de unién (las curvas de
Scatchard obtenidas fueron curvilineas). Los datos representan el
promediotr E.S. de n=6 experimentos.

& p<0.01 vs. Bmaxl de HC.

b p<0.01 vs. Kdz de HC.

(test "t" de Students).
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sintética DEX por los sitios tipo II era mayor que la
correspondiente a los s8itios tipo I [2,8). Adem&s, estos
resultados indican que el Kdz en ME es significativamente mayor
que la correspondiente constante Kdz de HC (p < 0.01, Tabla
IV.A). Esta diferencia de 3 veces en los valores de Kd observados
para los eitios tipo 1II sugiere una heterogeneidad en lo Qque

respecta a estos sitios receptores, entre 1los dos tejidos

estudiados.

Cuando se utilizé el compuestb RU-28362, para observar
un solo sitio de wunién, segin el protocolo B, se compitié 1la
unién de (SH)DEX a 1los receptores tipo II con una sola
concentracién de 500nM, en todos los puntos experimentales. Con
este sistema se obtenian puntos que graficados segin el sistema
de Scatchard se alineaban dentro de una recta (Fig IV.Z2), pero en
contraste con los datos obtenidos del protocolo A, los sitios
tipo Il mostraron una afinidad similar o mayor que los 8itios
tipo I, por la DEX tritiada. Esta tendencia fue constante vy
observada en las dos zonas estudiadas, pero no fue
estadisticamente significativa (Tabla IV.B). No importando qué
protocolo fuese empleado, los valores de Bmax hallados fueron

coherentes con publicaciones anteriores [60,80], siendo la
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Figura IV.2: Unién de (SH)DEX en citosoles de HC (panel superior)
y ME (panel inferior) en presencia de RU-28362. Las condiciones
de incubacién y concentraciones utilizadas son similares a las
mencionadas en la fig IV.1. Adicionalmente se incubdé con RU-28362
500 nM/tubo (protocolo B, linea punteada) o RU-28362 500x/tubo
(protocolo C, 1linea continua). Los parémetros de unién fueron
calculados de acuerdo al método grafico lineal directo de Cressie
y Keightley. Los resultados fueron los siguientes: protocolo B,
Kdai= 3.1 nM y Bmaxl= 180 fmol/mg prot. para HC, mientras que para
ME Kdi= 4.3 nM y Bmaxl= 18.7 fmol/mg prot. Protocolo C, Kdi= 0.9
nM y Bmaxl= 54 fmol/mg prot. para HC, mientras que para ME Kda=
0.44 nM y Bmaxl= 10.5 fmol/mg prot.
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Tabla JV.B: Pardmetros de unién de los sitios tipo I y tipo II
de ME y HC, obtenidos mediante los protocolos B y C.

Bmax1 Kda Bmax2 Kdz
Tei. Protocolo (fmol/mg p.) (nM) (fmol/mg p.)  (nM)
ME B 2017.9= 3.9x0.7 91148 2.0%1.1
HC B 119+35 2.0x0.6 76128 0.7x0.17
ME C gt1.5v» 0.810.16 80x17< 7.0x1.2a
HC C 65+2.1 0.710.12 14528 4.0%x1.4

e e e e e e e e e s ———— — — —————— ——— . —————— o ———_— ———— ———, — o ———— —— {——— ———

Los citosoles de ME e HC fueron incubados con (3H)DEX 0.5-20 nM
(+ 1000x DEX) en presencia o ausencla de RU-28362. En el
protocolo B, se egregd RU-28362 en una concentracién de 500nM por
tubo, en cambio en el protcolo C 1la cantidad de competidor
agregado variaba en una relacién de 500x 1la concentracién del
ligando radioactivo utilizado. Los pardmetros de unién en cada
protocolo, asumiendo un solo sitio de unién marcado, se
obtuvieron mediante la técnica de Cressie y Keightley [158] y las
ecuaciones mencionadas en Mat. y Mét. Los datos representan el
promedio * E.S. de n=3 experimentos (protocolo B) o n=4-5
experimentos (protocolo C).

& p= 0.05 vs. Bmaxl de HC.

b p<0.001 vs. Bmaxl de HC.

c p<0.01 vs. Bmax2 de HC.

4 p<0.05 vs. Kdz de HC.
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concentracién de sitios tipo I mayor en el HC que en la ME
(p=0.05), ¥ la concentracién de los sitios tipo II similar en
ambas zonas, por lo tanto méds uniformemente distribuido (Tabla
IV.B). Es interesante mencionar que los Bmaxl calculados por el
protocolo B son algo mayores que los hallados por el protocolo A

v C (Tablas IV.A y IV.B).

Con el protocolo C, el competidor RU-28362 fue agregado
nuevemente para ocupar los sitios tipo II, pero se modificé la
técnica respecto del protocolo B en cuanto a que no se agregdé una
concentracién fija en cada punto ensayado, s8ino que, por el
contrario, la concentracién del competidor variaba en paralelo
con la concentracién de (3H)DEX, manteniendo el cociente (RU-
28362)/((3H)DEX) constante en 500. Con este procedimiento
obtuvimos nuevamente un grafico de Scatchard lineal,
correspondiente a un solo sitio de unién (Figura IV.2). Los datos
obtenidos se resumen en la tabla IV.B. Con este protocolo, los
sitios tipo I de ME o HC mostraron mayor afinidad por el 1ligando
tritiado que la observada para sitios tipo 1II. Los valores
obtenidos con el protocolo C se acercan mads al protocolo A que al
B ( p < 0.01 por ANOVA y comparaciones miltiples). Nuevamente,
con esta modalidad de competicién se repitieron las diferencias
encontradas para los sitios tipo II entre ME y el HC, ya que el
valor del Kdz para ME fue mayor que el respectivo para HC ( p <
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0.05, Tabla 1IV.B), aunque estas diferencias no fueron tan
pronunciadas como 1las 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 HC respecto de ME (p < 0.001), los valores para
Bmax2 obtenidos 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.
SIMULACIONES POR COMPUTADORA

Las observaciones experimentales indicaban que los
valores obtenidos para Kd dependian de alguna forma del protocolo
utilizado (B o C). Esto nos hizo especular que cuando se
utilizaba el protocolo B con una concentracién fija de RU-28362
igual a 500nM, se competian mejor los puntos inferiores del rango
ensayado pero seria menos efectivo en los puntos superiores, tal
vez informando una sobreestimacion del numero méximo de 8itios
tipo I (Bmaxl) y produciendo una subestimacién del valor de 1la
afinidad real Kai. Por el contrario, utilizando el protocolo C,
existe una buena concentracién 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 menos efectiva en la
parte inferior del rango. Esta situacién implica tal vez no una

mala estimacién de Bmaxl pero si podria sobreestimarse Kaa.

Para confirmar si la explicacién anterior era factible,
vya que se ajustaba a los hechos observados, y estimar entonces el
error intrinseco gque cada protocolo introducia en el cdlculo de
los parémetros de unién de los sitios tipo I y II, se realizaron
las simulaciones donde los valores de Kdi, Kdz, Bmaxl y Bmaxé se
predefinieron, para observar cémo cada protocolo los recalculaba
vy asi obtenerse la desviacién porcentual de cada método respecto
del valor predefinido (tedrico). En principio se fijaron 1los
siguientes datos: Kdi=1nM, Kdz=10nM, Bmaxl=Bmax2=0.2nM. Para
simular el protocolo B se reemplazé en Ec3, Ci por el contenido
de Ec4 y para simular el protocolo C se reemplazé en Ec3, Ci por

el contenido de Ecb.

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 1los
dltimos puntos para el protocolo B, con desviaciones respecto del
Kdl tedérico de 2.5% para el protocolo B con un Kdi mayor que el
prefijado, mientras que el protocolo C introdujo un error del

0.5% respecto del Kdi tedérico, siendo el valor calculado menor
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que el predefinido. Estos datos confirman que cada protocolo
tiene un error intrinseco, y éste en sentidos opuestos, es decir
que mientras el método C subestima el Kdi, el método B 1lo
sobreestima, pero con mayor error que el protocolo C. Asi, se
pueden esperar Kdi mds bajos que el real cuando se utilizan
protocolos semejantes al C, mientras que se van a obtener valores
mas altos de Kdi respecto del real cuando se utilizan protocolos

parecidos al B.
SIMULANDO VARIACIONES EN LA CONCENTRACION DEL COMPETIDOR

Cuando se investiga qué sucede con la unién del ligando
marcado a los sitios tipo II en estas simulaciones que recrean
situaciones "idealizadas", es decir que no se tiene en cuenta la
unioén inespecifica ni el error experimental y que se supone que
el competidor interacciona dnicamente con un solo sitio receptor,
obtenemos resultados que se muestran en la figura IV.3. Con el
protocolo B obtenemos wuna unién creciente del ligando marcado a
los sitios tipo II, que supuestamente no se deberian medir. En el
andlisis de los resultados experimentales, estos sitios
"adicionales”, se toman como sitios tipo I, lo que implica una
sobreestimacién del valor de Bmaxl mediante el uso de este

protocolo, y por 1lo tanto una fuente adicional de error. En el

caso del protocolo C, existe unién del ligando tritiado a los
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Figura JV.3: Representacién gréfica, obtenida por computadora, de
la unién de (2H)DEX a sitios tipo II que permanecen libres luego
del agregado del competidor RU-28362, segun el protccolo B (linea
punteada) o el protocolo C (linea continua). Las condiciones de
la simulacién fueron indicadas en Mat. y Met. y en la fig 1IV.2.
Se obtuvo un errcor constante y bajo cuando se simulé el protocolo
C, mientras que en el caso del protocolo B se muestra cémo se
estd introduciendo wuna fuente de error variable cuando =se

pretende calcular los parédametros de unién del =itio tipo I
utilizando este protocolo.
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sitios tipo II pero es de un valor constante y pequefioc hacia 1los
puntos altos del rango de concentraciones de (SH)DEX utilizados,
siendo este protocolo méds exacto en la estimacién del parametro

Bmaxl1.

Las afirmaciones del pédrrafo anterior se pueden observar
grdficamente en el figura IV.4, donde se representa la variacién
de los valores de Bmaxl calculados por ambos protocolos respecto
del valor predefinido. En esta figura se realizaron las
eimulaciones con valores predefinidos diferentes de los
anteriores. Los valores de Kdi, Kdz, Bmaxl y Bmax2 que se tomaron
como tedéricos o predefinidos, sobre los que 8se corre la
egimulacidén, fueron datos obtenidos de dichos parametros en el
protocolo experimental A (Tabla IV.A). En la figura IV.4, el
ranel I corresponde a los datos teéricos provenientes de 1los
calculados por el protocolo A para ME, mientras que el panel 1II
corresponde a los datos predefinidos provenientes del HC. Esta
modalidad para elegir 1los grupos de pardmetros predefinidos
asegura simulaciones lo m&s 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 varian entre 100nM a 1000nM, como para el
protocolo C, donde la relacién de concentraciones
Competidor/Ligando varia entre 100x a 1000x. Como podemog ver en
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Figura IV.4: Variacién 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 1) o del HC (panel 1I1I).
Dichos wvalores sirvieron para alimentar las ecuaciones
mencionadas y asi determinar loes errores de c&lculo Que cometen
los protocolos By C cuando se estima Bmaxl, para ello se
normalizaron los valores predefinidos haciéndolos igual a 1. Las
Barras representan cudn alejados estdn los valores calculados por
los distintos protocolos del valor predefinido y normalizado. Se
simularon diferentes concentraciones del competidor RU-28362
cuyog valores se representan en la parte superior de las barrae

correspondientes, dentro del rango 100nM-1000nM para protocolo B
y 100x-1000x para protocolo C.
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esta figura, los dos protocolos sobreestiman Bmaxl, pero el
protocolo B es el que comete mas error en todas las
concentraciones del competidor estudiadas. E1 protocolo C con
relaciones Competidor/Ligando de 250x o mas, en la ME, estima
Bmaxl con errores indetectables por la escala usada, mientras que
en HC los errores en la sobreestimacién son menores al 2.5% en
todos los casos. Es importante destacar que no importando qué
protocolo se emplee, a medida gque se aumenta la concentraciép del
competidor , ambos confluyen al valor teérico, aunque el

protocolo C llega mas precozmente.

La figura IV.5 representa, como la fig IV.4, resultados
obtenidos de simulaciones con valores tedricos provenientes de
loe calculados por el protocolo A para ME (panel I) e HC (panel
II). En este caso &se grafica la variacién, respecto del wvalor
predefinido, en el cdlculo del Kdi por parte del protocolo B y el
C, cuando se varia las concentraciones del competidor tal como se
explicé para 1la fig IV.4. Como se afirmé anteriormente, 1los
protocolos B y C estiman los valores de Kdi con errores que van
en direcciones opuestas. Entonces, mientras el protocolo B brinda
valores para la constante de afinidad menores que el teérico, el
protocolo C estima valores, para la misma constante, mayores que
el real. No obstante, el protocolo C es mads exacto que el B en
todo el rango de concentraciones del competidor ensayadas. En la

-167-



244 100nM

1,6 250nM

Kd Normalizados resPecto
Kd Teorico (Protocolo A)

1,54 100nM
14
1,34
1,24 250nM
11- 500nM 3
10°nM
1 || .
250x 500 x 10°x
0.9 100x

m PROTOCOLO B
OPROTOCOLO C

Figura IV.5: Variacién de los valores de Kdi, respecto de un
valor predefinido, obtenido por simulaciones en computacora
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 1I).
Dichos valores sirvieron para alimentar las ecuaciones
mencionadas y asi determinar los errores de cédlculo que cometen
los protocolos B y C cuando se estima Kdi, para ello se
normalizaron los valores predefinidos haciéndolos igual a 1. Las
Barras representan cudn alejados estdn,en uno u otro sentido, los
valores calculados por 1los distintos protocolos del valor
predefinido vy normalizado. Se simularon diferentes
concentraciones del competidor RU-28362 cuyos valores e
representan en la parte superior de las barras correspondientes,

dentro del rango 100nM-1000nM para protocolo B y 100x-1000x para
protocolo C.
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ME, la variacién es més importante, y el error mayor, porgue
existen bajos niveles de sitios tipo I y concentraciones altas de
sitios tipo II que son dificiles de anular eficientemente; dada
esta situacidén es razonable suponer que las estimaciones de los
parametros de unién en ME conllevan mds error que en el HC, donde

los niveles de sitios tipo I son més altos.

Finalmente, cuando se comparan los dos protocolos de
competicién utilizados, se puede resumir que el protocolo C es
mas exacto que el protocoo B en la estimacién del Bmaxl y también
comete menos error, cuando usamos RU-28362 500x, en la estimacién
de la constante Kdi. Ademés, si se tiene en cuenta que, segin 1la
ecuacién Ecl, el cdlculo de Kdz deriva de las estimaciones de los
pardmatros del sitio tipo I, éste conlleva menos error si se
calcula con parametros derivados del uso del protocolo C. Se
concluye de este estudio que es mds conveniente la utilizacidén de
un protocolo del tipo C cuando se necesita realizar experimentos

de saturacién con competidores no radioactivos.
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DISCUSION

En este capitulo se contestan dos preguntas: primero,
averiguar las constantes de afinidad de 1los receptores del SNC
para (3H)DEX, y segundo, con estos datos disponibles discriminar
s8i los receptores tipo I1 de la ME y el HC poseen diferente Kdz,
como lo sugleren resultados preliminares [60]. Un tercer
interrogante contestado por 1los estudios realizados en el
presente capitulo, que no se habia formulado previamente sino que
surgié durante el desarrollo de 1la pafte experimental, fue 1la
mejor menera para analizar parédametros de unién de un sitio
receptor, estando presente un segundo sitio de unién bloqueado

especificamente por un competidor radioinerte.

Como ya se habia mencionado, numerosos estudios en el
campo de los receptores del SNC reconocen la existencia de al
menos dos sitios de unién para CORT: un receptor de alta afinidad
(tipo I) y un receptor de baja afinidad o sitio tipo II [2,7,8].
Esta hipbétesis se originé luego de considerar el grado de
ocupacién de loes receptores por parte de hormonas adrenales
circulantes; mientra que bajos niveles de CORT circulante ocupa
receptores tipo I, los sitios de unién tipo II necesitan niveles
mas altos de hormona circulante para poder ser ocupados [7,8]. En

cambio, por estudios de captacién hormonal in vivo, la afinidad
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"relativamente” mas baja por los sitioe tipo 1II. Estas
observaciones estan 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, s8ino a otros
mecanismos que deberian ser explorados para explicar la accién 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 parametros de unidén de
ambos sitios receptores (protocolo A), muestran que los sitios de
unién tipo I tienen méds afinidad por (3H)DEX. Ademés, la
constante Kdz para el HC fue 3.5 veces mds 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 célculos y la
fase experimental en el protocolo A posee ventajas y desventajas.
Una ventaja importante estd dada por el hecho de que no se agrega
competidor alguno, permitiendo 1la observacién del sistema sin
demasiadas interferencias o malas interpretaciones debido a
artificios de técnica, introducidos potencialmente por
propiedades desconocidas de 1los competidores wutilizados. La
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desventaja principal reside en los errores introducidos al
interpretar un grédfico de Scatchard curvilineo, por un método
matemdtico determinado (en nuestro caso el método de las
pendientes limite). En este sentido, la utilizacién de
competidores seria mas confiable, por el hecho de simplificar
considerablemente el sistema en estudio evitando la utilizacién
de la técnica de Scatchard para interpretar sistemas de
receptores con méds de un sitio de wunidén [170]. Los datos
obtenidos utilizando ambas metodologias reducen los errores
aportados por las mismas individualmente. Con esta idea en mente
realizamos la parte experimental pero observamos que loe datos
obtenidos dependian del método de utilizacidn del competidor RU-
28362 (protocolos B y C). El1 agregado del mismo en forma
proporcional a 1la concentracién de ligando (protocolo C) o 1la
utilizacién del competidor en concentracién fija (protocolo B)
mostraron discrepancias respecto de 1los valores de Kd. El
protocolo C daba resultados que 8e aproximaban con 1los del
protocolo A. Este 8olo hecho 1le daba mé&s confiabilidad al
protocolo C respecto del B pero se necesitaban pruebas
adicionales, por lo que se desarrolldé la simulacién de ambos
métodos por computadora. De todos modos, ambos protocolos
demostraron que Bmaxl es mayor en el HC, mientras que Bmax2 tenia

valores mas comparables en ambos tejidos.
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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 éomputadora
sugirieron que los errores se reucian considerablemente elevando
la proporcién del competidor a 500x (figuras 1IV.4 y IV.H5), se
realizaron 1los experimentos correspondientes vy encontramos
nuevamente excelente concordancia con los resultados del
protocolo A, esto es, que el Kdi de ambas zonas estudiadas‘ era
menor que el Kdz. También, el protocolo C con RU-28362 500x, al
igual que el protocolo A, mostraban que el valor de Kdz de los
receptores tipo II, pero no los de tipo I de ME, eran mds altos
que los semejantes en el HC. Este ultimo resultado sugiere que la
sensibilidad de ambas regiones del SNC a los esteroides
circulantes, podria eser diferente, &asumiendo que 1los Kd se
relacionan con la ocupacién de los receptores in vivo, hecho que
se ve confirmado por resultados que muestran una gran

sensibilidad el HC a los GC circulantes [2].

Los resultados obtenidos respecto de los diferentes
valores de Kdz para ME e HC resultan interesantee a la hora de
reveer datos de trabajos anteriores [capitulo II, 36] donde se
manifestaba una captacién diferencial de la hormona (2H)CORT
inyectada i.v., por parte de los nicleos celulares de ME e HC. Si
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sumamos la mayor afinidad que poseen los receptores tipo I hacia
la CORT tritiada respecto de los sitios tipo II, los primeros
estdn en baja concentracién en 1la ME, y que los receptores tipo
II de la ME tienen ain més baja afinidad que los mismos en el HC,
entonces la combinacidén de estos dos factores justificaria la

baja captacién nuclear de (3H)CORT por parte de la ME.

En este punto seria interesante considerar si las
propiedades de 1los receptores tipo 1II tejido—dependiehtes,
cumplen alguna funcién que Jjustifique 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 v
discontinuos de los glucocorticoides en el eje SNC-Hipofiso-
Adrenal [2,7,103]. Los mecanismos de retroalimentacién, en
particular la retroalimentacién fina, serian de responsabilidad
del HC [2,8,47,165]. Ademés, la alta sensibilidad del HC a 1los
esteroides circulantes, se correlaciona con cambios de funcién vy
poblacién celular, tal como se verifica en la pérdida neuronal en
ratas ancianas; un fenoémeno que se puede prevenir por
adrenalectomia previa [50,171]. La administracién de altas dosis
de glucocorticoides a roedores no s86lo induce "down regulation™
de los receptores, principalmente en el HC, sino que también
lleva a la pérdida neuronal en las zonas CAz y CAsz del mismo HC
[2,121]. Esta manifiesta neurotoxicidad podria ser exc}usiva del
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HC, debido a 1la concentracién de los receptores tipo I y a 1la
particular expresién fenotipica de los receptores tipo II, que
dan a esta zona del SNC una 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, como la induccién de las enzimas glicerol-fosfato
deshidrogenasa y ornitina descarboxilasa, ambas reconocidas en
células gliales ([27]. Hall et a&al demostré efectos de los
glucocorticoides sobre la transmision sindptica,
neuroexitabilidad, contenido dopaminérgico, reduccién de la
peroxidacién de lipidos y acortamiento en el tiempo de
recuperacién luego de injurias en ME [25,38,43,172]. Normalmente,
estas acciones de los esteroides requileren dosis altas, en el
rango farmacolégico [43,173,174], que implicaria accién a través
de receptores tipo II. Contrariamente al HC, no hay informes de
pérdida de neuronas en la ME, luego de una exposicién prolongada
a corticoides adrenales, ya que tratamientos prolongados con
estas hormonas resultan en una rdpida mejoria de lesiones en la
ME Yy recuperacién clinica de pacientes con sindromes

degenerativos de la misma [174,175].

En trabajos anteriores hemos demostrado que los

receptores tipo I1 de la ME y el HC comparten algunas propiedades
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fisicoquimicas y bioquimicas [32,36,90). Pero las diferencias se
hacen evidentes cuando se analizan los complejos tipo II-hormona
y 8u asociacién a ADN-celulosa. Primero, los receptores de la ME
muestran una alta afinidad, cuando son transformados con calor,
por ADN-celulosa al comparar la miema en el HC [36]. Segundo, los
receptores de la ME muestran resistencia a 1la accién de las
enzimas ARNsa del tipo A, las cuales aumentan la afinidad de los
complejos Hormona-Receptor a ADN-celulosa, esto ultimo en el caso
de los receptores del HC [36,90]. Tercero, el agregado del
quelante EDTA, el cual reduce la unién de 1los complejos H-R a
ADN-celulosa por secuestro de Zn++ del medio, produce una mayor
inhibicién sobre 1los receptores tipo II del HC respecto de 1los
receptores de similares cardcteristicas de la ME (ver Cap. V)
(datos no publicados]. Los metales de transicién son necesarios
para la conformacién de 1los "metal-fingers'”, responsables de 1la
unién a ADN [81,82,83), por lo tanto 1la diferencia en la
sensibilidad al EDTA hablaria de diferentes requerimientos, o
diferente accesibilidad de estos metales por parte de las
estructuras protéicas que conforman loe receptores del tipo II en
HC y ME. Entonces, se podria suponer que las estructuras de los
receptores tipo II de la ME y el HC serian diferentes, e incluso
se podria hablar de una diferencia funcional. La aparicién de

subclases de receptores para glucocorticoides, con
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caracteristicas generales de tipo 1I, podria ser comin a otros
tejidos, tal como formas de diferente peso molecular observadas
en células de melanoma [176], tejidos bovinos [177], nucleos de
higado de rata [178], y células HeLa S3 [179]. No obstante, 1la
relacién entre estos subtipos de receptores permanece

desconocida.

Finalmente, hay razones que Justifican la presencia de
receptores tipo II de alta afinidad en el HC, consliderandt el
acoplamiento positivo de la regulacién de los sitios tipo I y
tipo II [2]. Una hipbétesis atractiva seria la regulacibén positiva
de los receptores tipo II 1luego de la ocupacién de los sitios
tipo I. Este mecanismo podria ser exclusivo del HC , debido a 1la
relacién estequiométrica existente entre los sitios tipo I y tipo

IT en este tejido, a diferencia del resto del SNC.
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Accion de Quelantes
de Metales de Transicion
sobre la Transformacién
de los receptores de GC

en HC y ME

CAPITULO V




INTRODUCCION

En los capitulos anteriores analizamos 1los sitios
receptores de la ME y HC, desde los puntos de vista bioquimico vy
molecular, al comparar los parémetrosg de unién de las poblaciones
de receptores existentes, y también el proceso de transformacién

a través de la interaccién con ADN-celulosa.

Un aspecto que corresponde estudiar se refiere a 1los
mecanismos de unién 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 1la transcripcidén de determinados
genes especificos [(54,83]. El mecanismo de unién a ADN
involucraria la presencia de regiones ricas en cisteina e
histidina [83,181], los cuales se han propuesto como presentes en
el dominio de unién a ADN. La regién mencionada, correspondiente
a receptores de glucocorticoides, es homéloga &a la de otros
receptores de hormonas esteroideas y ademds estd presente en el
producto del gen v-erb A [52]. Estas 2zonas ricas en cisteina e
histidina, presentes en distintas proteinas regulatorias [81],
serian dominios de unién 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 aminoédcidos,
los cuales unirian Zn++, formando zonas de interaccién con el
ADN, sugiere que lcs receptores para glucocorticoldes serian
metaloproteinas [82,83,182,183). La interaccidén con el ADN y por
ende la unién a ADN-celulosa estaria influenciada por la
disponibilidad de Zn para formar las estructuras necesarias para
la unién. En el presente capitulo analizamos 1la influencia de
dicha disponibilidad, por medio del uso de diferentes quelantes
de metales de transicién, en la capacidad de unién a ADN-celulosa

de los receptores tipo I y tipo II de ME y HC.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 gr
de peso. Las mismas se adrenalectomizaron (ADX) por aproximacién
dorsal, en forma bilateral, 2 a 3 dias antes del sacrificio y se
mantuvieron durante ese lapso de tiempo en grupos de a 10
animales en Jjaulas apropiadas donde disponian de alimento

balanceado y NaCl 9% ad libitum.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién para
luego extraerles el hipocampo (HC) y la médula espinal (ME), los

que se utilizaron en los distintoe experimentos.

MARCACION DE SITIOS RECEPTORES EN SNC

El HC y la ME se homogenizaron en 2-3 volumenes de
buffer TMG, equivalente a buffer TEMG pero sin el agregado de
EDTA, y 1luego se centrifugé durante 1h a 105000g. Se tomaron
alicuotas de 0.5 ml del citosol obtenido y se agregaron a tubos
que contenian concentracionee constantes saturantes del 1ligando
(6,7-H)DEX (45.8 Ci/mmol) con o s8in la ©presencia de DEX no
radiocactiva para evaluar la unién inespecifica. Cuando se miden

loe sitios tipo II se incuba, ademéds de la hormona radioactiva,
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con el glucocorticoide eintético RU-26752 [90] que 8e une
especificamente a los sitios receptores tipo I, dejanqo libres

para ser marcados los sitios tipo II.

Ademéas del ligando radioactivo se agregaba, en el buffer
de incubacién, distintas concentraciones de EDTA o 1,10 O-
fenantrolina, en sendos tubos de incubacién. Una vez conformada
la mezcla que contenia citosol, buffer sin EDTA, (®H)DEX+DEX vy
diferentes concentraciones del quelante indicado, se procedia a
incubar durante 3.5 hs a 0°C. Transcurrido dicho lapso de tiempo
se procedidé a la transformacidén de los receptores calentando a 20
°C durante 30 min. {180] para luego medir en una alicuota (200ul)
la unién a ADN-celulosa. Otra porcién de la mezcla de incubacién
(150ul) se utilizé para medir la unién total mediante el filtrado

en minicolumnas de Sephadex-LH20.
DETERMINACION DE LA UNION DEL COMPLEJO HR A ADN-CELULOSA

Luego del periodo de incubacién y transformacidén por
calentamiento, una alicuota de 200 nl se sembré en columnas de
ADN-celulosa, luego de lo cual se lavé la columna con buffer
adecuado (4ml) y finalmente la fraccién unida se eluyé con 2ml de

NaCl 0.3M. Los resultados fueron expresados en fmol/mg prot., y
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como porcentaje del unido total que quedé retenido por 1las
columnas de ADN-celulosa luego de la transformacién inducida por

calor.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se utilizé ANOVA de una via y comparaciones miltiples

para el andlisis de los datos expuestos en este capitulo.
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RESULTADOS

En una primera etapa realizamos experimentos con
receptores totales y un rango de concentraciones de EDTA, para
asi observar cémo variaba 1la unién a ADN-celulosa de los
complejos hormona receptor con el agregado del quelante. La. fig
V.1 muestra los resultados obtenidos 1luego de 1la unién de
receptores totales (tipo I + II) a ADN-celulosa. Se utilizé un
rango de concentraciones de EDTA de OmM a 3mM. Dentro de este
rango la capacidad de unién a ADN-celulosa de los receptores
totales transformados del HC no tuvo grandes variaciones (24% sin
EDTA,21% con EDTA 0.5mM,22% con EDTA 1mM y 25% con EDTA 1.5mM)
salvo con 1la concentracién méxima de EDTA ensayada donde se
alcanzé el minimo de wunién al polianién (8% para EDTA 3mM),
mientras que la capacidad de unién de los mismos en ME aumenté de
30 % a 38 % con una concentracién de EDTA de 0.5mM, y luego
decay6 a 15% (EDTA 3mM), permaneciendo de todos modos con valores
superiores de unién a ADN respecto de HC (8%). Este grafico
muestra que frente a diferentes concentraciones de EDTA 1los
receptores totales de HC se comportan en forma diferente respecto

de los mismos en ME, ademds del hecho ya descripto de la mayor
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Figura V.1: Influencia de 1la concentracién del quelante EDTA en
la unién de los receptores totales de ME e HC a ADN~celulosa.
Alicuotas de los citosoles de ME e HC, se incubaron con (3H)DEX
20 nM +* DEX no radioactivo, para estimar unién inespecifica,
durante 3.5 h a 0°C, con buffer TMG y distintas concentraciones
de EDTA que se indican en 1la figura. Luego de la incubacién a
0°C, s8se procedi6 a transformar los receptores cargados con
hormona, incubando a 20°C durante 30 min.. Una alicuota se sembrd
en columnag de ADN-cel. y se eluy6 la radioactividad unida con
una solucién 300mM de NaCl en buffer. Otra alicuota se utilizé
para medir la unidén total. Se expresa el % de unién a ADN-cel. en
funcién de la concentracién de EDTA (mM).
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capacidad de unién de los receptores totales de ME respecto de
los de HC en condiciones basales in vitro. El pico de unién al

ADN con EDTA 0.5mM estd presente unicamente en ME y no en HC.

INFLUENCIA DE LA O-FENANTROLINA EN LA UNION A ADN-CELULOSA

La siguiente etapa fue comprobar el comportamiento de
los complejos hormona-receptor transformados frente al ADN con
variaciones en la concentracién de otro guelante, o-fenantrolina.
Los resultados se observan en 1la fig V.2, donde se aprecia 1la
reduccién de 1la unién con el aumento de 1la concentracidén del
reactivo utilizado de OmM a 3mM. En este caso los receptores

totales de ambos tejidos se comportaron de forma similar.

ACCION DEL EDTA SOBRE LA UNION DE SITIOQOS TIPO II A ADN-CEL.

Una vez observado el comportamiento de 1los sitios
receptores a diferentes concentraciones de 1los quelantes
utilizados, decidimos investigar 1los sitios receptores tipo 1II,
los que presentaron propiedades distintas entre HC y ME, no asi
los sitios tipo I [capitulo III]. Para ello utilizamos una
concentracion maxima de EDTA, ya que fue la unica que mostré
diferencias entre los tejidos investigados (3mM), vy 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,

-187-



%Unlon ADN
00

80

60

40} HC

201
*ME —
O 1 L Il A 1 |
00 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35

conc O-fenantrolina (mM)

Figura V.2: Influencia de 1la concentracién del quelante o-
fenantrolina en la unién de los receptores totales de ME e HC a
ADN-celulosa. Los métodos son similares a 1los enunciados en 1la

fig. V.1l. Se expresa el % de unién a ADN-cel. en funcidén de 1la
concentracién de o-fenantrolina (mM).
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Figura V.3: Accidén de EDTA 3mM en la unién de sitios tipo II de
HC y ME a ADN-celulosa. La metodologia es similar a la enunciada
en la figura V.1l salvo que se incubdé en ausencia (barras vacias)
©0 en presencia (barras rayvadas) de EDTA 3mM y ademdas 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 1la unién a ADN-celulosa * 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).

-189-



no se observaron diferencias significativas entre HC y ME
(29%+1.7% para HC yv 31.1%t0.5% para ME; 3exp.). En presencia de
EDTA 3mM la unioén a ADN disminuy® en ambos tejidos (9.4%*0.7% en
HC y 20%*1.2% en ME) siendo el descenso significativo en las dos
zonas respecto de control (EDTA OmM) con un valor de p<0.005 en
HC vy p<0.025 en ME. Al analizar los datos obtenidos con 3 mM de
EDTA, vy comparando HC con ME, resulta interesante ver que se
repite lo encontrado anteriormente, es decir que los sitios , tipo
II de ME resultan menos sensibles a la accién de EDTA, al
descender la unién a 86lo el 20%, mientras que en el HC los
mismos sitios receptores descienden su unién a ADN por accién del
EDTA a 9.4%. Esta diferencia es significativa con p<0.005 HC vs
ME. Marcando todos 1los tipos receptores resulta también en una
diferencia significativa de los sitios totales en HC respecto de

los de ME en presencia de EDTA 3mM (Fig V.4).
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Figura V.4: Accién de EDTA 3mM en la unidn de sitios totales
(tipo II + tipo I) de HC y ME a ADN-celulosa. La metodologia es
similar a la enunciada en la figura V.1l salvo cue se incubdé en
augsencia (barras vacias) o en presencia (barras rayadas) de EDTA
3mM. Los resultados se expresan como % promedio de la unidén de
sitios totales a ADN-celulosa * E.S. (4 experimentos).

(*¥) p<0.005 vs HC (EDTA OmM). p<0.05 vs ME (EDTA 3mM).
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DISCUSION

Numerosas publicaciones indican que 1los receptores de
esteroides serian metaloproteinas [82,83]. Asimismo, se ha
demostrado la influencia de diferentes quelantes sobre la unidén
de complejos hormona-receptor & 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 unién de dichos sitios receptores a ADN, una vez transforﬁados
y en el nacleo celular [81,181]. Se ha podido demostrar que
dichas estructuras son regiones ubicadas dentro del dominio de
unién al ADN, vy ademas ricas en cisteinas (62,81,181].
Adicionalmente, se ha publicado que en la zona del receptor
responsable de la unién a ADN debe haber grupos sulfidrilo (SH)

libres para que haya unién a genoma [79].

Los experimentos presentados en este capitulo confirman
que la unién a ADN-celulosa depende de la concentracién de
quelantes, pero ademds muestran el comportamiento diferente de
los receptores de la ME y 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 ME y el HC.
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Cuando se empleéb O-fenantrolina no se obgervaron
comportamientos diferenciales entre los receptores de ambas zonas
estudiadas (fig.V.2). En cambio, EDTA en concentraciones
variables produjo comportamientos diferentes entre ambos tejidos,
como ser un pico de unién a ADN por parte de los receptores de la
ME con EDTA 0.5 mM (Fig.V.1). Los receptores del HC no presentan
dicho pico y el minimo de unién con concentraciones de EDTA 3mM
e8 menor que el obtenido en receptores de ME. Esta diferencig se
hace notable en el grdfico V.4 donde se estudia Uinicamente wuna
sola concentracién de EDTA (3mM) o sin agregado del quelante,
siendo la misma significativa con p<0.05 para HC vs ME utilizando
EDTA. Al analizar inicamente los s8itios tipo I1, el
comportamiento diferencial se hace mads importante (Fig. V.3),

giendo las diferencias significativas.

Los resultados presentados sugleren que el mecanismo de
transformacién, estudiado a través de la unién del receptor tipo
IT a ADN-celulosa, es diferente entre ME e HC. Es posible que 1la
estructura del receptor difiera a nivel del "dedo"” qQque une Zn y
es el responsable de unirse a ADN [81,181]. Asi, 1la mayor
sensibilidad del receptor tipo II del HC al EDTA podria deberse a
un mayor contenido en Zn de esta metaloproteina, con respecto al
receptor homélogo de 1la ME. En combinacién 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 funcidén, como sugerimos en trabajos anteriores de
nuestro laboratorio [60]. Esta hipétesis puede reforzarse
mediante diversos estudios sobre 1la afinidad de 1los sitios
receptores por el ADN, si fuera posible revertir el efecto del
EDTA mediante el tratamiento con Zn u otros metales de

transicion.
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CONCLUSIONES

CAPITULO Vi




CONCLUSIONES FINALES

Los trabajos presentados en los capitulos anteriores
representan un estudio comparativo entre 1los sitios receptores
del HC y la ME. El primero, como ya mencionamos, es una zona del
SNC extremadamente sensible a las hormonas corticoadrenales
sanguineas por su elevada concentracién de sitios de unién  para
GC y MC, convirtiéndolo en un tejido blanco importante, y muy
estudiado, dentro del SN [2]. Las condiciones mencionadas 1lo
convierten en una 2zona de referencia obligada para estudios
comparativos de receptores de hormonas corticoadrenales en

distintas zonas del SN, como ser la ME.

Por otra parte la ME representa, por varias razones, un
sistema Unico para el estudio de los mecanismos de accidén de las
hormonas adrenales. La primera de ellas recae en la simpleza de
la ME respecto de otras zonas del SN, con lo que se puede obtener
mucha informacién sobre los mecanismos de accién de los GC con
disefios experimentales relativamente sencillos. Segundo, la
neuroanatomia de la ME permite localizar los efectos hormonales
en regiones especificas, algo mds complejo de realizar en el
encéfalo. Tercero, 1los GC tienen una accidén directa en 1la
fisiologia de 1la ME, tal como fue mencionado en la introduccién
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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 1laboratorio,
los cuales no distinguen entre las distintas poblaciones de
receptores, mostraron que no habia diferencias significativas
entre los sitios de unién de la ME y el HC en cuanto a los
parametros fisico-quimicos y la cinética de los receptores [32].
La uUnica diferencia encontrada fue sobre la captacién nuclear 1In
vivo de (3H)CORT, que resultdé anormalmente baja en los nucleos
purificados de la ME ([36]. Hallar el porqué de esta diferencia
llevé a la concrecién de los trabajos aqui presentados y a una

descripcidén mas detallada de los sitios de unidén de GC en la ME.

En 1la primera serie de trabajos experimentales,
comentados en el capitulo II, se pretendié investigar una serie
de hipétesis que podrian explicar el comportamiento diferencial
encontrado entre los sitios de unién de la ME y el HC. Las
hipétesis planteadas eran esencialmente dos, la primera
involucraba diferentes afinidades de los sitios receptores in
vivo, la segunda planteaba problemas en la transformacidn/
translocacién de los receptores de la ME gque impedirian su

deteccidon en 1la fraccién nuclear. Los resultados de las
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mediciones de afinidad in vivo, reflejados en los valores de 1los
IDso, no mostraron diferencias entre las dos zonas, en
concordancia con los experimentos J1In vitro [32]. Las posibles
diferencias en la transformacién/ translocacidn fueron
investigadas desde dos épticas diferentes. Una aproximacién
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 horponas
esteroides [91,127]. La presencia de dichos inhibidores fué
confirmada por nuestros resultados experimentales, pero la
concentracién de esta/s sustancia/s era similar tanto en ME como
en HC. Por otra parte, se estudidé la sensibilidad del proceso de
transformacién a la accién de ribonucleasas, dado que numerosas
publicaciones involucraban a moléculas de ARN relacionadas con
dicho proceso [67,87,89]. Los resultados muestran cémo los sitios
receptores del HC son sensibles a la enzima, en cuanto al proceso

de transformacién, respecto de los sitios de ME.

Los experimentos diseflados con el fin de encontrar
posibles causas de 1la diferente captacién nuclear de CORT
tritiada por parte de la ME y el HC, dieron lugar a la
observacién de otro comportamiento diferencial relacionado con
los 8itios receptores de ambas zonas, como fue 1la distinta
sensibilidad a la enzima ARNsa A. Los experimentos enumerados en
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el capitulo II =26lo permiten establecer un enlace indirecto entre
las dos diferencias halladas en el comportamiento de los sitios
receptores de la ME respecto del HC, por lo gque, con 1los
resultados hasta aqui presentados, la menor captacién de hormona
radiactiva por parte de nicleos de ME podria estar relacionado
con diferencias en los procesos de transformacién/ translocacidn,
ya que, como se menciond anteriormente, moléculas de ARN podrian

estar involucradas en ambos procesos [69,71,87].

Por otra parte, eran numerosasg las publicaciones que
demostraban la heterogeneidad de sitios de unién para GC en el SN
(2,7,8]. Estas publicaciones indicaban la existencia de al menos
dos sitios de unién intracelulares, los sitios tipo I y tipo 1II,
a semejanza de la nomenclatura utilizada por Funder y col. en
rifién [99]. Nosotros investigamos la presencia de mas de un sitio
de unién y la eventual distribucién de dichos sitios en la ME
(cap III], nutilizando (3H)DEX, (SH)CORT y 1la presencia de
competidores especificos de los distintos sitios de unién como el
RU-28362. Los datos obtenidos por experimentos de competencia vy
de saturacidén de sitios indicaban la existencia de heterogeneidad
tanto en la ME como en el HC, y ademds que la distribucidén de
sitios era diferente. Mientras que en el HC la concentracidén de
sitios tipo I y tipo Il es similar y la relacién sitios I/sitios
II se encuentra cercana a la unidad, en la ME la situacidén es
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totalmente diferente ya que la concentracién de sitios I es muy
baja. La gran concentracién de sitios tipo I en HC respecto de

otras dreas del SN es una observacién ya publicada anteriormente

(21.

Cuando se investigdé el comportamiento de los distintos
sitios de unién de la ME y el HC frente a la enzima ARNesa y la
unién a ADN-celulosa, también encontramos diferencias. Mientras
que en el HC ambos sitios de unién fueron sensibles a la accién
de la enzima, en la ME sorprendentemente 1los sitios tipo I
también fueron sensibles a la accién de la ribonucleasa, pero los
sitios tipo II permanecieron inmutables. Estudios posteriores
utilizando cromatografias en columnas de ADN-celulosa v
gradientes de KC1l para la elucién de los receptores
transformados, insintian un comportamiento diferente en cuanto a
la concentracién necesaria de KCl para eluir los sitios tipo 1II
transformados de ME respecto de los mismos en el HC. Esta
diferencia en el comportamiento en una columna de ADN-celulosa
eluida con un gradiente de concentracién de KCl coincide con los
resultados encontrados por Ghering y col. [158,186], que
describen la existencia de diversas formas mutantes de los
receptores de GC en linfocitos, unos del tipo normal 1llamados
wild type o wt, otros con gran afinidad por ADN llamados nti vy
finalmente otros con afinidad reducida por ADN llamados nt-, vy
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que poseen diferente capacidad de translocacién nuclear y unién a
ADN. En conclusién, los sitios tipo II de 1la ME resultaron de
comportamiento diferente a los sitios tipo II del HC, frente a
columnas de ADN-celulosa. Esta ultima frase podria implicar que
las diferencias de comportamiento del HC respecto de la ME en
cuanto a los receptores, se deberia s6lo a las diferencias entre
log sitios tipo II de ambas =zonas. Esta hipdotesis de una
heterogeneidad de funcién de los sitios tipo II de ME respec?o de
los mismos del HC se encuentra apoyada por trabajos previos de
Ghering [159,186], y podrian corresponder a distintas clases de

receptores encontradas por este autor en linfocitos.

Por 1lo tanto, podemos puntualizar los resultados
alcanzados hasta aqui de la siguiente manera: a) heterogeneidad
en los sitios de unidén de glucocorticoides; b) alta afinidad de
los sitios tipo I por (3H)CORT [cap III] y c) diferencias entre
los sitios de unién tipo II de ME y HC. Estos hallazgos permiten
explicar las diferencias encontradas en la captacién nuclear in
vivo de (2H)CORT inyectada en dosis trazadoras por via i.v.,
descripto en el capitulo II [32,36]. Bajo lasa 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 concentracién de estos sitios de
union en el HC permitié que captara la hormona uniéndose al sitio
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I. Por otra parte, la concentracién de sitios tipo I en ME es muy
baja y por lo tanto este tejido capté menos hormona y la
translocacién al nicleo fue menor a la esperada puesto que sdélo
los sitios tipo I translocaron, ya que eran los unicos ocupados
eficientemente en ambos tejidos. La dWdnica opcién a esta
explicacién es gque no contempla 1la captacién de (3H)CORT
determinada en el homogenato que concordaba con la esperada dada
la concentracién de sitios de unién totales medidos. Esto indica
casi con seguridad que en la ME la hormona (3H)CORT estaba wunida
también a sitios tipo II, que son los mayoritarios. La
explicacidén a esta nueva opcidén, es atribuible en forma indirecta
a las diferencias encontradas para los sitios de unién tipo 1II
entre ME y HC (comentadas en el parrafo anterior). Esto 1llevaria
a pensar que los sitios tipo II de ME, ocupados en forma parcial
por (2H)CORT, no habrian translocado al nicleo o lo hicieron en

forma deficiente.

La hipétesis de 1la translocacién deficiente de 1los
sitios tipo II de ME al nicleo podria estar apoyada por 1los
trabajos experimentales desarrolladoe y comentados en el Capitulo
V. Los mecanismos por los cuales 1los sitios receptores de
hormonas esteroides se wunen al ADN nuclear, 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 serian las zonas encargadas de la unién a ADN [cap I y V].
Los resultados obtenidos en el laboratorio muestran que exsiste
un comportamiento diferente de 1los sitios tipo II de ME e HC
respecto de 1la afinidad a ADN a diferentes concentraciones de
EDTA, un conocido quelante de metales de transicién. Estos
resultados parciales indicarian que existiria alguna diferencia
estructural en el dominio de unién a ADN de los sitioes receptores
tipo II de ME respecto de HC, y tal vez ésto Justificaria; una
translocacién deficiente de 1los esitioes 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 ME respecto de los mismos en el HC.

Durante el desarrollo del trabajo experimental para
determinar los parametros de unién de los sitios tipo I y tipo II
de la ME y el HC, encontramos otro dato diferencial entre 1los
sitios tipo II de las dos zonas estudiadas [cap IV]. La afinidad
de los eitios tipo II de la ME por (SH)DEX es 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 tomando a los sitios receptores en
conjunto y no diferenciados en subtipos I y II comc es nuestro

caso. No seria correcto decir que los receptores de GC en ME
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poseen la misma afinidad in vitro que los receptores de GC en HC
como se menciond en el cap II, a la luz de los datos expuestos en

el cap 1IV.

Un resultado inesperado se encontrdé cuando se estudiaron
las afinidades de los sitios tipo I y tipo II por (SH)DEX en HC y
ME. Trabajos publicados anteriormente mencionaban que dicho
ligando radioactivo poseia més afinidad por 1los sitios tipo 1II
qQue por los 8sitios tipo I ([2,9,100]. Bajo 1las condiciones
experimentales utilizadas en nuestro laboratorio [cap Ivi],
encontramos que la hormona (3H)DEX posee mds afinidad por 1los
sitios tipo I que por los tipo 11, y ademds, que dicho resultado
dependia del método experimental utilizado para la determinacion
de la afinidad. Trabajos publicados recientemente por Luttge vy
col. confirman los resultados mencionados [101]. Adicionalmente
se realizé un estudio para determinar las posibles causas de 1la
influencia de la metodologia empleada para la determinacién de

los pardmetros de unién de los sitios receptores.

Para finalizar, podemos concluir que hemos profundizado
en la descripcién de los sitios receptores de la ME y el HC.
Encontramos que existia heterogeneidad en los sitios de unién de

GC en ME, que la concentracién de los diferentes sitios
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receptores (tipo I y II) en ME era distinta a la concentracidén en
HC y ademds hemos hallado una serie de sugestivas diferencias,

todas ellas encontradas en los sitios tipo II, a saber:

a) Insensibilidad de los sitios de la ME a la accién

de la enzima ARNsa.

b) Posible comportamiento diferencial en la eluciédn

de columnas de ADN- celulosa.

c) Menor afinidad de los eitios receptores de ME por

la hormona (3H)DEX.

d) Comportamiento diferencial respecto de la accién
del gquelante EDTA en su accion frente a la unién
de los sitios receptores transformados a ADN-

celulosa.

este Gltimo item podria significar una diferencia estructural en
el dominio de unién a ADN, de los receptores tipo II de la ME
respecto de los mismos en el HC. Faltan experimentos de
confirmacién de estos Gltimos resultados, pero es posible sugerir
que frente a las diferencias encontradas estamos en presencia de
sitios tipo II en ME diferentes a 1los sitios tipo II de HC, lo
que podria llamarse wuna heterogeneidad tisular de 1los =sitios
receptores. Sugerimos que la ME expresa una varian?e de los
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sitios tipo II, aungue al momento actual se desconoce si 1las
diferencias con el HC se deben a distintos genes, a cambios
transcripcionales o post-transcripcionales del ARNm del receptor,
o a variaciones de la proteina receptora, debido al microambiente

rresente en la ME, que podria ser diferente al del HC.

4&%%@% T bieh 258
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