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RESUMEN

Muchas proleinas hep^ticas estin sometidas a control multihormonal. Esto crea grandes

dificultades a la hora de comprender la importancia relativa de cada hormona -y de cada

mediador intracelular de su acci6n- en la activacidn de los genes que codifican estas

proteinas. En los liltimos anos, nuestro laboratorio ha estudiado una proteina microsomal

hepitica capaz de unirse a varias hormonas esteroideas con una afmidad inferior a la de los

receptores cldsicos, y que hemos denominado LAGS (de Low Affinity Glucocorticoid-

binding Sites). Los LAGS estin regulados por un sistema multihormonal complejo. En

primer lugar, los LAGS son especificos del sexo masculino y tienen una ontogenia realmente

peculiar. Ademis desaparecen tras la hipofisectomia y casi desaparecen durante el

hipotiroidismo. Disminuyen su concentracidn tras adrenalectomfa, y la orquidectomia,

practicada antes de la pubertad, hace que su concentracidn aumente. Estudios sob re cada

hormona individual permiten concluir que existe una regulacidn sin^rgica de los LAGS por

glucocorticoides, hormona de crecimiento y hormonas tiroideas. Por tanto, los LAGS
proporcionan un modelo reproducible y relativamente sencillo para el estudio de la regulacidn

multihormonal de proteinas microsomales hepdticas.

SUMAL\RY

Many liver proteins are under endocrine regulation by various hormones. We have

extensively studied the binding properties and the endocrine regulation of the liver

microsomal Low- Affinity Glucocortioid-binding Sites (LAGS). These proteins bind

glucocorticoids such as Cortisol, corticosterone and dexamethasone, but not triamcinolone

acetonide. The LAGS are male specific, and undergo a peculiar ontogeny. They dissapear

after hypophysectomy, and adrenalectomy (ADX) and hypothyroidism (TX) provoke an

important decrease in their concentratration. Orchiectomy performed before the puberty

causes an increase in the LAGS concentration, that is abolished by testosterone propionate

treatment. Both thyroid Hormones (T3/T4) and Growth Hormone (GH) are able to induce the

LAGS. Glucocorticoids are ineffective when injected alone, but potentiate the effects of both

GH and thyroid hormones. We conclude that glucocorticoids, GH and thyroid hormones act

synergistically on the LAGS regulation.

Texto del discurso pronunciado por el Dr. D. Bonifacio Nicolas
Diaz Chico en Las Palmas de Gran Can aria (30-6-93)
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1. INTRODUCCION

La regulacidn hormonal de proteinas hepdticas esti sujeta a multiples controversias,

principalmente porque muchas de ellas son controladas por varias hormonas. Entre las

proteinas hepdticas mejor conocidas que se encuentran sometidas al control de varias

hormonas simultaneamente se encuenta la proteina de secrecion aju-globulina [1], y la

proteina intracelular conocida como receptor de estrogenos (RE) [2,3]- Por otra parte, no

se han desarrollado modelos sencillos para abordar con eficacia los sistemas de regulacidn

multihormonal de proteinas hepaticas.

El higado contiene una gran variedad de proteinas microsomales, entre ellas los enzimas de

la familia de los p450, que participan en los procesos de oxidativos que sufren las hormonas

esteroideas, medicamentos y productos tdxicos a su paso por el higado. Poco se sabe sobre

la regulacidn de los genes que codifican para estas proteinas microsomales, salvo que

algunos de ellos estan sometidas a control multihormonal, y que parte de ellos sdlo se

expresan en uno de los dos sexos [4,5].

En los ultimos 5 anos, nuestro laboratorio ha estudiado una proteina microsomal hepatica,

presente en las ratas macho, que hemos denominado LAGS (de Low Affinity

Glucocorticoid-binding Sites). Los LAGS presentan un interesante perfil farmacoldgico de

capacidad de unidn a diversas hormonas esteroideas [5-11], y se encuentran regulados al

menos por tres hormonas [12-14].

Debido a que los LAGS son abundantes y faciles de medir, ademas de experimentar cambios

de concentracidn muy amplios debido a manipulaciones hormonales diversas, consideramos

que pueden cosntituir un buen modelo para estudiar la regulacidn multihormonal de proteinas

microsomales hepaticas.

2. METODOLOGIA GENERAL PARA LA DETERMINACION DE LAGS

2.1 Animales
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Ratas macho intactas e hipofisectomizadas (HYPOX) de la cepa Sprague-Dawley, y ratas

macho de la cepa Lewis fueron adquiridos en la empresa Mollegaard (Dinamarca). Ratas

enanas derivadas de la cepa Lewis fueron adquiridas al National Institute for Medical

Research (Mill Hill, London, U.K.). Las ratas fueron hechas hipotiroideas mediante la

administracidn de Propiltiouracilo al 0.05% en el agua de bebida, y dejandolos en ese

tratamiento al menos 21 dias.

2.2 Preparacion de membranas microsomales

Todos los pasos que se mencionan a continuacion fueron llevados a cabo a 0-4°C. Las

muestras de hfgado fueron homogeneizadas en un homogenizador Potter de teflon-cristal

(B.Braun, Melsungen, Alemania) en tampon TMMDS (50 mM Tris-HCl, 10 mM molibdato

sodico, 5 mM cloruro magnesico, 2 mM ditiotreitol, y 0.25 M de sacarosa, pH 7.5). Los

homogenados fueron centrifugados a 17,000 x g for 15 min para separar las fracciones

nuclear y mitocondrial. El sobrenadante fue centrifugado de nuevo a 105.000 x g para

obtener el citosol, que a veces se uso para medir la concentracion de receptores de

glucocorticoides. El precipitado ae 105.000 x g fue resuspendido en TMMDS y usado como

suspension microsomal (2-3 mg proteina/ml) para ensayos de captacion hormonal. Las

proteinas fueron medidas segiln descripcion de Lowry er.al. [15], usando seroalbumina

bovina como estandar.

2.3 Analisis de captacion de ['H]Dexanietasona per LAGS

Los LAGS fueron medidos mediante incubacion de alicuotas de suspension microsomal con

10 nM a 500 nM de [^HJdexametasona ([^H]DEX, concentracion final), con o sin un exceso

de 200 veces de DEX no radiactiva. La incubacion se prolongaba al menos 18 horas a 0-4

°C. Luego se afiadia una suspension de dextrano-carbon activo (DCC), se agitaban las

muestras, se incubaban por 10 min v se centrifugaban. La radiactividad era medida en el

sobrenadante mezclando una alicuota con liquido de centelleo. El contaje de radiactividad se

convertia en pmol [^H]DEX/mg proteina microsomal. Cuando los resultados se representaban

en funcion de la concentracion de [^H]DEX inicial se obtiene una curva de saturacidn tipica

(Fig. lA).
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El programa de ajuste de curvas LIGAND-PC [16] fue utilizado para determinar los tipos

de constantes de disociacion (Kj) el nilmero maximo de lugares de union [^H]DEX-LAGS

(B^J. La recta obtenida de la representacion de la ecuacion de Scatchard (Fig. IB) indica

que los LAGS constituyen una poblacidn homog^nea de lugares de uni6n microsomales para

[^H]DEX.

3. PERFIL DE CAPTACION DE ESTEROIDES POR LOS LAGS

Varias hormonas esteroideas son capaces de competir con la [''HJDEX por unirse a los

LAGS. Este es el caso de corticosterona, Cortisol, prednisolona y otros glucocorticoides.

La progesterona, y en menor extension el progestigeno sintetico promegestone (R5020)

tambien compiten con [^H]DEX por unirse a los LAGS. Es interesante que la triamcinolona

acetdnido, el mejor ligando para receptores de glucocorticoides, no se una a los LAGS (Tabla

1). Los LAGS tambien captan algunos androgenos sinteticos (estanozolol y danazol) y

estrogenos sinteticos (etinil-estradiol y mestranol), pero no las hormonas naturales

respectivas [6. 12.13]. La capacidad de los LAGS de unirse a DEX pero no a triamcinolona

acetonido les hace diferentes de otras protefnas hepaticas solubles [10,17], como el propio

GR.

A pesar de que la capacidad de los microsomas hepaticos de unirse a los esteroides es

conocida desde hace mas de 20 afios, poco es lo que se sabe respecto a su posible funcidn

intracelular. Como hipotesis de trabajo, otros autores han avanzado dos posibilidades: 1)

podria tratarse de un transportador membranal de hormonas esteroides; o, 2) podria ser un

enzima capaz de modificar la actividad hormonal, que actuara modulando su actividad o

como una barrera para su accion. En este caso podria tratarse de un enzima metabolizador

de esteroides.

Es importante constatar que las propiedades de los LAGS en cuanto a captadores de

hormonas esteroideas hace que puedan estar semisaturados a las concentraciones de

progesterona que se encuentran el plasma durante el embarazo, o de Cortisol durante

situaciones de estres. Recientemente hemos podido demostrar que existen protefnas

microsomales capaces de captar estanozolol o etinil estradiol en tejidos humanos, y, en
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particular en el cancer de mama, lo que abre interesantes perspectivas sobre la comprensi6n

de sus funciones [6].

4. ONTOGENIA DE LOS LAGS

El primer aspecto importante respecto a una posible regulacidn hormonal de los LAGS es su

especificidad de genero, pues solo estan presentes en ratas macho. En efecto, las ratas

hembras de la cepa Lewis no expresan LAGS en ningiin momento de su vida.

Los LAGS tienen una interesante ontogenia [13,18], siendo indetectables hasta la 4* semana

de vida, aumentando abruptamente durante la pubertad, para alcanzar el maximo nivel hacia

los 3 meses y decreciendo paulatinamente a lo largo de la vida adulta (Fig. 2). La ontogenia

de los LAGS contrasta con la del RG, que estan presentes desde la vida intrauterina con una

concentracion bastante estable a lo largo de la vida ( 0.2 a 0.3 pmol/mg proteina).

Recientemente hemos obtenido evidencia de que el aumento con la edad en la concentracion

de LAGS coincide con un aumento en el umbral de respuesta a los glucocorticoides, en

terminos de sintesis del enzima tirosin-amino-transferasa (TAT). Este hecho es compatible

con la hipotesis de que los LAGS puedan constituir alguna clase de barrera intracelular en

el mecanismo de accion intracelualer de los glucocorticoides en el hfgado [19,20].

5. EFECTO DE LA ORQIDECTOMIA SOBRE LOS LAGS

Dado que los LAGS aumentan bruscamente durante la pubertad [12], y que son especiTicos

del sexo masculino, intentamos encontrar si los androgenos estan involucrados en la

regulacidn de su ontogenesis, tal como ocurre en olras proteinas hepaticas como la aju*

globulina [21].

Las ratas macho fueron orquidectomizadas o seudooperadas cuando tenian 25 dias de edad.

Inmediatamente recibieron el implante de una capsula de silastic conteniendo testosterona

disuelta en aceite, o aceite solo, como control. Los resultados (Fig. 3) muestran que la

orquidectomia elev6 los niveles de LAGS significativamente respecto de las pseudooperadas,
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y que el implante con testosterona rebajaba los niveles de LAGS a su situacidn normal. Estos

dates prueban que la testosterona juega un papel negative en la regulacion de los LAGS, si

bien su papel es moderado en comparacidn con otras hormonas. El efecto de la testosterona

sobre los LAGS es exactamente opuesto al que juega en el caso de la aju-globulina [21].

6. EFECTO DELA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS LAGS

Dado que los LAGS captan glucocorticoides, tratamos de encontrar si la adrenalectomia

afecta la concentracidn de LAGS. Para ello, ratas macho de tres meses de edad fueron

sometidas a adrenalectomia o seudoperadas, y al cabo de tres dias inyectadas con el 1

mg/dia de acetato de corticosterona disuelto en aceite, o con aceite solo como control. Los

resultados (Fig. 4) muestran que la adrenalectomia rebaja los niveles de LAGS al 50% del

control, y que el tratamiento con acetato de corticosterona restaura los niveles normales de

LAGS. Estos datos permiten concluir que los glucocorticoides son las hormonas adrenales

implicadas en la regulacion de los LAGS, y que juegan un papel positive en su regulacidn.

7. EFECTO DE LA HIPOFISECTOMLV SOBRE LOS LAGS

Dado que tanto las homonas testiculares come las adrenales estan reguladas per la

adenohipdfisis, no propusimes explorar a continuacidn el efecto de la hipofisectemia sobre

los LAGS. Para ello utilizames ratas macho de tres meses, que habian side

hipefisectomizadas una semana antes. Los resultados (Fig. 5) muestran que la hipofisectemia

disminuye dr^sticamente los niveles de LAGS, hasta hacerles practicamente indetectables.

Per le tanto, bien las hormonas hipofisarias directamente, o bien las hormonas centroladas

desde la hipofisis indirectamente, sen abselutamente necesarias para la iniciacion y

mantenimiente de la expresion de los LAGS.

Este resultado claramente centrasta con el incremento de receptores de glucocorticoides

medide en las mismas muestras de higade, que es debido a la acumulacidn de receptores por

falta de utilizacion de los mismos a causa de la disminucidn de secrecidn de glucocorticoides

per las adrenales de los animales hipefisectomizados.
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Por otra parte, y dado que el efecio de la hipofisectomia sobre los LAGS es mucho mis

fuerte que la debida a la adrenalectomfa, es precise concluir que existen otras hormonas

relacionadas con la hipofisis, ademas de los glucocorticoides, implicadas en la regulacion de

los LAGS.

En un intento de clarificar este extremo se inyectaron diversas hormonas hipofisarias a las

ratas hipofisectomizadas. La Fig. 6 muestra que el tratamiento sustitutivo de la

hipofisectomia con diversas hormonas hipofisarias fu^ bastante inefectivo, saJvo en el caso

de la hormona de crecimiento humana (hGH) que fu6 capaz de una restauracion parcial del

nivel de; LAGS. Es interesante destacar que el efecto de la hGH fue mis pronunciado cuando

se inyectd tres veces al dia que cuando se la suminitro de forma continuada mediante una

bomba osmotica (resultados no incluidos). Este dato es interpretable en el sentido de qiue la

imitacidn de los picos de secrecion fisiologicos de GH en el macho mediante tres inyecciones

al dia de hGH [22,23] puede tener relevancia para obtener un respuesta mejor de induccion

de LAGS.

8. TRATAMIENTO CON hGH A RATAS ENANAS

Las ratas hipofisectomizadas tienen todo el sistema endocrine dramaticamente alterado. Por

ello, el efecto de la hGH encontrado en las ratas hipofisectomizadas debia ser comprobado

en otros modelos animales. Asi, se adquirieron ratas macho enanas, derivadas de la cepa

Lewis, que son especificamente deficientes en GH. En el resto de los parametros endocrinos

estas ratas se encuentran dentro del rango de la normalidad [24].

Las ratas enanas tienen una concentracion de LAGS que representa el 33% de las ratas

normales de la misma edad. Cuando se administro hGH a las ratas enanas se obtuvo una

j)erfecta curva dosis-respuesta (Fig. 7), sin llegar a alcanzar el nivel de LAGS de las ratas

normales, debido seguramente a las dosis usadas y el modo de administrarla. Estos resultados

permiten asignar a la GH un papel estimulante de la produccidn de LAGS, que es

cuantitativamente relevante.
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9. EFECTO DEL HIPOTIROIDISMO

Ninguno de los tratamientos vistos hasta ahora permiten asegurar que determinada hormona

mantiene bajo control a los LAGS completamente. En la siguiente etapa tratamos de

demostrar si las hormonas tiroideas, tambien dependientes de la hipdfisis, juegan algun papel

en la regulaci6n de los LAGS.

Con este proposito producimos ratas hipotiroideas por el procedimiento de administrar PTU

(Propiltiouracilo) en el agua de bebida [25]. La Fig. 8(A) muestra que trds 21 dias de

tratamiento se consigue un efecto casi tan pronuniado como en el caso de la hipofisectomia.

Cuando el tratamiento con PTU es suprimido, los LAGS retoman al nivel normal en dos

semanas. El tratamiento con T3 a ratas todavia bajo el efecto del PTU hace reversible el

efecto del hipotiroidismo, aumentando los LAGS al nivel normal (Fig. 8(B)). Estos datos

prueban que las hormonas tiroideas tienen un papel determinante en la regulacion de la

expresidn de LAGS en la rata macho.

10. EFECTOS COMBINADOS DE GLUCOCORTICOIDES Y T3

Desde hace algunos afios se sabe que la sintesis y secerecidn de GH en la rata es

dependiente de las hormonas tiroideas, y, en menor medida, de los glucocorticoides [26,28].

Por lo tanto, el potente efecto descrito del hipotiroidismo sobre el nivel de LAGS pudo ser

debido a un efecto indirecto de la falta de hormonas tiroideas sobre la secrecion de GH.

Para descartar esa posibilidad'utilizamos ratas hipofisectomizadas, en las que si es posible

demostrar la existencia de acciones directas de las hormonas tiroideas y de los

glucocortcoides sobre los niveles de LAGS. La Fig. 9 muestra que tanto la corticosterona

como la T3 son poco efectivas al inyectarlas por separado en ratas hipofisectomizadas. Sin

embargo, cuando fueron inyectadas conjuntamente su efecto fue realmente importante.

Estos resultados demuestran que el efecto de las hormonas tiroideas sobre el higado es

directo y no necesariamente mediatizado por la GH. Tambien ilustran que glucocorticoides

y hormonas tiroideas actuan sinergicamente sobre el higado para alcanzar una induccidn

dptima de los LAGS.
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11. EFECTOS COMBINADOS DE GLUCOCORTICOIDES, T3 Y GH

A continuacidn tratamos de comprender qu6 clase de interrelaciones se establecen entre GH,

hormonas tiroideas y glucocorticoides sobre la regulacidn de los LAGS. El linico modelo

posible para estudiar estas interrelaciones es la rata hipofisectomizada. En estas ratas

encontramos, en primer lugar, que los glucocorticoides potencian el efecto de la GH, de

manera aniloga a lo que hacen con la T3 (Fig. 10). Este hecho clarifica el efecto permisivo

de los glucocorticoides sobre los LAGS: son poco efectivos actuando por si solos, pero tienen

un efecto sinergico importante al actuar bien con la GH bien con la T3.

El paso siguiente fue estudiar las interrelaciones de las tres hormonas actuando

simultaneamente. Sorprendentemente, la T3 y la GH parecian antagonizarse una a la otra,

tanto en presencia de glucocorticoides como en su ausencia (Fig. 10).

Pensando en la posibilidad de que el aparente efecto antagonico de la T3 y la GH pudiera ser

debido a las altas dosis de T3 usadas, disefiamos un experimento para explorar un amplo

rango de dosis de la hormona tiroidea. Partimos de 50 ratas hipofisectomizadas, todas ellas

tratadas con glucocorticoides a lo largo del experimento. Este grupo se dividid en dos

mitades: a 25 ratas se les inyecto 100 /xg hGH/dia (Grupo GH-I-), divididas en tres

inyecciones diarias y las otras 25 ratas recibieron suero salino con la misma regularidad

(Grupo GH-). De cada uno de los grupos GH+ y GH- se tomaron subgrupos de 5 ratas,

que recibieron el tratamiento de T3 siguiendo un patron de dosis-respuesta de 0, 0.1, 0.5,1,

y 2.5 ^g Tj/lOOg de peso, administradas con la primera dosis del dia de GH.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 11. En .-usencia de GH (grup-^ GH-), el

efecto inductor de la T3 no fue evidente hasta que se alcanzaron los 0.5 ^g/lOO g de peso,

a partir del cual su efecto es muy potente. En presencia de GH (grupo GH-I-) dosis de T3 tan

bajas como 0.1 /xg/100 g son capaces de producir induccidn maxima de LAGS. Dosis

superiores a esta realmente causan inhibicion de la sintesis de LAGS. Este experimento dej6

claro que las tres hormonas actiian sinergicamente en presencia de bajas dosis de T3, pero

sus efectos se interfieren a dosis mas altas. El estudio de los mecanismos moleculares que

participan en una regulacion de esa complejidad promete aportar informacion de una gran una

caliadad para la comprension de mecanismos de regulacion hormonal de proteinas heplticas.

135



Puesto que la Tj tiene una vida media corta y es dificil establecer cuando se esti inyectando

en dosis fisiologicas, se repitio el experimento inyectando T4, cuya vida media es mds larga

y permite establecer niveles fisologicos de hormonas tiroideas [29]. Los resultados mostraron

que la induccidn maxima de LAGS se consigue con una dosis de T4 de \.5 ^g/100 g de

peso, la cual esta considerada como fisiologica. Este experimento permite asegurar que las

hormonas tiroideas, la GH y los glucocorticoides actiian sinergicamente a niveles fisioldgicos

en la regulacion de la concentracion de LAGS.

12. AUSENCIA DE EFECTO DE LA DIABETES SOBRE LOS LAGS

Algunas proteinas hepaticas como la aju-globulina y el IGF-1 (Insulin-like Growth Factor- 1)

son inducidos por la insulina [30]. A su vez, la mayorfa de las acciones de la GH son

mediatizadas por el IGF-1. En un intento de dilucidar si el IGF-1 esta involucrado en la

regulacion de los LAGS, estudiamos el efecto del ayuno y la diabetes sobre los LAGS,

puesto que la insulina es necesaria para la produccion hepatica de IGF-1 y el ayuno causa una

importante caida en los niveles de IGF-1 [31].

La diabetes estudiada fue la inducida por estreptozotocina. En estas ratas se encontrd que ni

la diabetes inducida, tanto si estaba tratada con insulina como si no lo estaba, ni tampoco

el ayuno tenian efecto alguno sobre los niveles de LAGS.

Este experimento demuestra que los LAGS no estan regulados por la insulina y tambien que

su concentracion no es influida por la ingesta de alimento. No obstante, ni este experimento

ni los restantes descritos hasta ahora excluyen la posibilidad de que los factores paracrinos

como el propio IGF-1 u otros, que se encuentran bajo regulacion hormonal y son producidos

por el propio hepatocito, participen de modo directo en la regulacion de los LAGS.
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13. REGULACION MULTIIIORIVIONAL DE RE, a^u-GLOBULINA Y

LAGS

Los hechos conocidos sobre la regulacidn endocrina de las tres protefnas hep^ticas mejor

estudiadas desde este punto de vista -el receptor de estrogenos (RE), la aju-globulina y los

LAGS- sc encuentran resumidos en la Tabla 2 [2,3,30]. Cada una de estas protefnas tiene sus

propias peculiaridades en terminos de regulacidn hormonal, y los LAGS difieren bastante

de ambas, en particular en lo que se refiere a la participacion de la insulina y las hormonas

sexuales.

La Fig. 12 resume todo el conocimiento actual sobre la regulacion endocrina de los LAGS.

Estos hechos permiten concluir que los LAGS estan regulados sinergicamente por las

hormonas tiroideas, la GH y los glucocorticoides a niveles fisioldgicos, con una influencia

negativa, aun sin evaluar, de la testosterona. El papel de todas estas hormonas sobre la

ontogenia de los LAGS, y las razones de tipo ontologico o endocrino acerca de su falta de

expresion en la rata Lewis hembra son cuestiones todavia abiertas.

El hi'gado contiene numerosas protefnas miscrosomales, entre ellas la familia de los enzimas

P450, que juegan papeles fundamentales en el metabolismo de diversas sustancias naturales,

como las hormonas esteroideas, o xenobioticas, como farmacos y sustancias toxicas [32,33].

Recientemente hemos podido demostrar que protefnas microsomales capaces de captar

hormonas esteroideas -LAGS o protefnas capaces de interactuar con los LAGS- existen en

numerosos tejidos animales y humanos, notablemente en el cancer de mama [6 y resultados

no publicados]. Los LAGS son actualmente la protefna microsomal cuya regulacion endocrina

ha sido mas extensamente estudiada. Es probable que las peculiaridades de la regulacion

hormonal de los LAGS aquf descritas abran el camino para la comprensidn de la regulacion

de las otras protefnas microsomales captadoras de hormonas esteroideas, cuyas funciones

podrian verse alteradas bajo situaciones naturales o artificiales de modificacion de los

parametros hormonales que las regulan.
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Fig. 2.- Ontogenia de LAGS v RG en rata macho
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Fig. 3.- Efecto de la orquidectomia (ORX)
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Fig. 4.- Efecto de la adrenalectomia (ADX)
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Fig. 6.- Efecto de las hormonas hipofisarias
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Fig. 7,- Efecto de la hGH en ratas enanas
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Fig. 9 • Efectos de T3 v Corticosterona
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