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RESUMEN

Este trabajo resume algunas evidencias experimentales que permiten apoyar la idea de
que los esteroides ejercen efectos directos sobre la actividad biosintética y la estructura
de la glindula Harderiana (GH). Mediante estudios de saturacion al equilibrio, analisis

i histoquimico y r plazo hormonal, se blecié la pr ia y propiedad:
fisicoquimicas de receptores intr lulares para hor esteroides en tejidos de varias
especies, haciendo un mayor énfasis en la glindula del himster sirio. Los resuliados de
cinética de unién, usando dimetilnortestosterona-[*H], estradiol-[’H]}, ORG2058-{*H] y
dexametasona [*H] como ligandos, d

raron la exi

de receptores especificos
para andrégenos (RA), estrogenos (RE), progestigenos (RP) y glucocorticoides (RG)
respectivamente. Los receptores identificados mostraron caracteristicas de alta afinidad
(Kds= 0.3-2.0 X10°M), baja capacidad (B_,..= 40-120 fmol/mgP). velocidad de
sedimentacién (7-95) y especifidad, similares a los reportados en otros Srganos. Se
encontrd que el RA es el que se expresa en mayor abundancia en la GH de practicamente
todas las especies examinadas. En el

hamster este exhibe una
pr 1

localizacitén
y su distribucion no se modifica por 1a gonadectomia. Se reporta
ademas que la formacion de Sx-dihidrotestosterona a nivel gl

es deter; para
la mediacién de actividad androgénica. Otros hallazgos importantes fueron: que en
roedores la GH esta desprovista de prores funci les de pr as que
en aves, los estrogenos no modifican los niveles basales de RP intraglandulares. Los

datos aquf presentados indican que tas hormonas esteroides modulan la actividad de la

GH a través de su interaccidén con receptores intracelulares especificos y aportan
evid ia para cc

ar a la glandula Harderiana de los vertebrados como un 6rgano
blanco para esteroides.



M. INTRODUCCION

La glindula Harderiana (GH) es una estructura tubuloalveolar localizada dentro de la
6rbita ocular de la mayorfa de vertebrados que poseen membrana nictitante (Paule,
1957). Esta glandula se¢ describié originalmente en €l ciervo en 1694 (Harder)*. A
excepcién de los peces, la GH se encuentra en anfibios, reptiles, aves, y mamiferos
aunque parece estar ausente en quirépteros, carnivoros y primates (Tabla 1, Anexo). Al

resp sec ha i do que en antropoides 1a GH es rudi ia y que en el humano
existe en forma vestigial (en fetos de 11 a 30 semanas) como una estructura embrionaria

tr itoria (Lo 1, 1910; K dy. 1970). Las funciones atribuidas a esta glandula
son miltiples y variadas. Se piensa que sirve primordialmente para lubricar y humedecer
fa cornea y la nasofaringe. Se le considera ademas como un érgano productor de saliva,
feromonas, melatonina ¢ inmunoglobulinas y como un fototransductor en un sistema

formado por el eje retina-p 1-goénada. No ¢ su amplia distribucién filogenética
y el nimero de funciones en las que parece estar involucrada la GH, se sabe

relativamente poco de los factores y mecanismos que intervienen en su regulacién. La
informacién lada ha permitido establecer que las hormonas esteroides desempefan
un papel relevante en ¢l control endocrino de este 6rgano. Se tiene evidencia que los

estré andrég prc A »s y glucocorticoides pueden afectar tanto su :
estructura como su actividad secretora (Woolley y Worley, 1954; Weterberg ez al., H
1970c: Hoffman, 1971; Payne er al., 1977; Shirama ez al.. 1981; Gupta y Maiti, 1983).

Algunos autores han sostenido sin embargo que los esteroides modulan la actividad

glandular, a través de mecanismos de retroalimentacién y que por lo tanto son las
concentraciones de gonadotrofinas y otras hormonas hipofisiarias las que mantienen su
funcién norma! (Hoffman, 1971; Clabough y Norvell, 1973). A fin de determinar si los
esteroides ejercen un efecto directo sobre este tejido, en el presente estudio se investigd
la presencia de receptores especificos en la GH de varias especies. Los resultados aqui
presentados apoyan la idea que las hormonas esieroides regulan la actividad de la GH
mediante su interaccién con receptores intracelulares especificos.

* Ver Fig.1l (Anexo)
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III. ANTECEDENTES
1.- La Glindula Harderiana de los Vertebrados

Localizacién y Morfologia. La GH forma una estructura unitaria, la cual estd adherida
firmemente a la parte medial de cada 6rbita ocular y su ducto desemboca a la superficie
del tercer parpado. Esta no ha sido descrita ni en peces ni en anfibios Urodelos, pero esta
presente en formas acudticas secundarias como cocodrilos y ceticeos (Paule, 1957;
Kennedy, 1970). En la Fig. 2 se muestran las variaciones en forma y talla de la GH de
algunas especies. En los anuros es la Gnica gldndula orbital, mide alrededor de 2.5 mm
y tiene una forma ovoide (Chicffi er al., 1992). El volumen de la GH en los reptiles es
variable, en la mayoria de las especies examinadas hasta ahora es relativamente grande
y en algunos casos llega a cubrir por completo ia superficie posterior del ojo (Bellairs
y Boyd, 1947). En contraparte, las serpicntes acuiticas exhiben GHs poco desarrolladas
(Chieffi er al., 1992). De acuerdo a Burns (1978), la morfologia de !a GH en las aves
es muy similar en las diferentes especies y muestra solo ligeras variaciones. Su forma
se asemcja a la de un calzador y presenta una hendidura en la porcién central que la
divide por lo largo, en dos I6bulos indistinguribles uno del owo. La anatomia
macroscépica de la GH de los mamiferos es muy variable. En roedores y lagomorfos estia
bien desarrollada y puede llegar a ser tan grande como el ojo. A menudo su forma se
describe como la de una herradura de contorno alisado con un 16bulo superior (pequefio)
y uno inferior (grande). Recientemente, Payne (1994) ha descrito en detalle la posicién
de la glandula en éste grupo (ver también Sakai, 1981 y 1992).

Or i ion Histoldgi En los vertebrados, la GH puede ser tubular o wbuloalveolar

compuesta. En muchas especies es de apariencia homogénea de tal manera que no se
reconocen regiones especializadas. Normalmente, los tibulos glandulares estin rodeados
por una red de células mioepiteliales y tejido intersticial, el cual puede contener algo de
tejido linfoide.

Epitelio secretor. Las caracteristicas del epitelio Harderiano difieren de especie a especie
(Paule, 1957; Sakai, 1981; Burns, 1978). En los anfibios, los acinos glandulares estin

rodeados por células mioepiteliales y contienen un solo tipo de células columnares, las
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Figura 2. Mactologia y 1 jzacia icd de la Harderiaua de alpunos vertebrados. Al lagattija
(Chietii et al. 1990) 1 B, rain (Venable y Grattlin, 1940} : C, vabra (Miessner, 1900y ; D, cerdo (Kulmel 19741 ¢
E. cierve (Harder. 1694,
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cuales muestran una considerable variacién en talla (DiMateo er al.. 1989). A nivel

ultraestructural, las células son pir idal o col es, con granulos secretorios
usualmente concentrados en el dpice. Ademas, las células glandulares se caracterizan por
la presencia de un reticulo endoplasmico rugoso bien desarrollado (Chieffi ez al., 1991)

¥y su secrecion es basicamente merocrina o apocrina (Chicffi ez @l., 1992). En la mayoria

de los reptiles diad: la GH pr caracteristicas histolégicas similares. Por
cjemplo, en la tortuga Tesrudo graeca. ésta consiste de tubulos de gran lumen,
recubiertos de epitelio cuboidal simple; en éste grupo, el modo de secrecién es
principalmente merocrino (Chieffi er al., 1992). Las GHs de las aves han sido
clasificadas en tres tipos principales, de acuerdo a su estructura lobular y a las diferentes
clases de células secretoras que conforman los tibulos y acinos (Burns, 1978). Las tipo
f (Gallo), se componen de una sola clase de células epiteliales y contienen gran cantidad
de células plasmiticas en el intersticio (Bang y Bang, 1968). Las GHs tipo 11 (Patwo),

contienen dos tipos de células en el revestimi > epitelial y una poblacién de células
pl i h (Ballantyne y Fourman, 1967). Las tipo III (Cuervo), se
consideran gléndul i ya que tienen dos tipos de 16bulos, uno de los cuales es

tubular compuesto y el otro, el wbuloalveolar compuesto contiene células plasmaticas
(Burns, 1978). En los mam(feros se han descrito una gran variedad de tipos celulares

y or 1 beelulares (Sakai, 1981, 1992; Payne, 1994). El nimero de células
cpiteliales dentro de una gliandula varia de 1 a 3, e invariablemente existen
pecializaci intr lulares que hacen, que en cada especie. la GH sea diferente. Asf,

se han identificado hasta tres formas distintas de células secretoras (tipos I, 1f y IIl) en
el ratén Australiano Pseudomis australis (Johnston et al., 1985). En los gerbos Meriones

meridi y M. T4 . el epitelio secretor estd conformado exclusivamente por
células tipo 1 (Sakai y Yohro, 1981; Johnston et al.. 1983). mientras que en conejo, ratén

y rata albina (Shirama y Hokano, 1992), éste se conforma de 2 tipos celulares (A y B).
Las GHs del delfin Tursiops truncatus y del hiamster Sirio Mesocricetus auratus, son
unicas entre los mamiferos debido a que presentan un marcado dimorfismo sexual: en
ambas especies la glindula femenina posee tinicamente células tipo I, mientras que en los
machos contiene dos tipos de células secretoras (Hoffman,1971;: Bodyak y Stepanowva,

1994). En la otra especie en la que s¢ han encontrado diferencias asociadas al género,




la glandula femenina es la que contiene dos tipos celulares distintos (Minucci er al.,
1989). En el himster Sirio, los alvéolos harderianos estin forrados por una capa simple
de células epiteliales. Estas son células de forma piramidal con nicleos de localizacién
basal que presentan dos © mas nucléolos. En la hembra, la GH estd conformada por
células que contienen numerosas vacuolas lipidicas pequefas y una gran cantidad de
pigmentos café-rojizos, los cuales no se observan normalmente en el macho (Fig. 3). Las
células tipo 1, presentan ademis numerosas mitocondrias y un citoplasma rico en reticulo
endoplismico rugoso (Woolley y Worley, 1954;

Hoffman 1971; Bucana y
Nadakavukaren, 1973).

Las células tipo 11 (exclusivas del macho) contienen relativamente pocos organelos debido
a que su citoplasma esta dominado por vacuolas lipidicas grandes; éstas vacuolas son
muy prominentes en !a regiéon apical y parecen fusionarse al lumen (Fig. 3). A nivel
ultraestructural se ha observado 1a presencia de racimos de tuibulos cilindricos

distribuidos al azar en todo el citop En el ho, aproximad.

un tercio de
las células alveolares son de tipo 11 (Bucana y Nadakavukaren, 1972; Payne et al., 1977;

Lin y Nadakavukaren, 1979; Sun y Nadakavukaren, 1980).

En esta especie, las caracteristicas de la glindula pueden ser revertidas mediante la
orquidectomia y/o reemplazo hormonal (McMasters y Hoffman, 1984). En el macho por
ejemplo, la castracién produce la desaparicién gradual de las células tipo 11 y la
acumulacién de pigmentos intraglandulares (Hoffman, 1971: Payne ez al., 1977). Se ha

sugerido que las células tipo 11 se diferencian a partir de las tipo 1 por acci6n de los
andrégenos (Rodriguez-Colunga ef al., 1993).

Células mioepiteliales

En la GH de pricticamente todas las especies estudiadas se ha documentado la presencia
de células mioepiteliales. Estas se encuentran interpuestas entre la superficie basal de las
células epiteliales y la membrana basal que rodea a los tibulos. Se distinguen por

presentar dos clases de filamentos (Brownscheidle y Niewenhuis, 1978), y por la

distribucién de sus mitocondrias hacia la regién perinuclear (Strum y Shear, 1982). Se
ha sugerido que la funcién primaria de estas células serfa la expulsar o expeler los
productos de secrecion (Payne, 1994).



Figura 3. Microgratia de ta gtandula Hardenana del hamster adulto (Mesocricetus auratusy. En ) macho

(A). lus alvéolos mwestran dus tormas diferentes de células secretoras, las células Tipo | presentan

y nuc s basales con dos o mas nucléolos : las células Tipo Il. se

izan por su ido lipidic: to cn En la bra (B). e

glandular esta confonuado exclusivamente por células nucrovacuoladas Tipo . Notese en este corte la
acumulacion de pigmentos (Porfirinas) en el lumen de algunos alvéolos ¢ * ). Tincion: Azul de Toluidina,
250X. (Corntesfa del Dr. H. Merchant, UNAM).



Embriologia

En la literatura, los datos sobre éste tema son escasos y la informacién disponible se
limita exclusivamente al desarrolio embrionario de la GH de anfibios. En é€ste grupo, la
glandula se desarrolla a partir del epitelio conjuntival en estadfos premetamorficos
tardios. En Rana esculenta y Bufo viridis, el blastema glandular es formado a partir de
un raci de célul las les se organizan mas tarde en un acino circular (DiMateo
er al., 1989). El primordio de la glandula en Rana japonica es detectable denwro de la
Orbita en etapas premetamdrficas tardias (39-40), o bien en la etapa 42 del desarrollo
como es el caso de Buyfo bufo. En el Xenopus laevis por el contrario, 1a GH no aparece
dio 62 do sus los se han reabsorbido (Shirama ez al., 1982).

sino hasta el
En los reptiles, las aves y los mamiferos, el origen y el desarrollo embrionario de la

glindula se desconocen por completo. Payne y cols. (1992) consideran que por analogia
es permisible admitir que en los mamiferos, la GH es de origen ectodérmico.

Inervacién
En la gldndula del conejo y en la de otras especics se han encontrado fibras nerviosas
inados, los alvéolos glandulares parecen recibir

En los esp
inervacién colinérgica con terminaciones nerviosas, ya sea dentro (conejo y himster) o
cerca de la lamina basal (rata, rat6ny gerbo) de las células secretoras. En el hamster, se
han encontrado terminaciones nerviosas asociadas a células mioepiteliales, células
vukaren, 1972). En la rata, las fibras

secretoras y vasos g B y Nadab
colinérgicas derivan del ganglio pterigiopalatino y €l nervio zigomadtico, el cual, inerva
bién a las glandulas lagrimales (Huhtala ez al., 1977). También se ha registrado la

contribucién de fibras del ganglio pterigiopalatino a la glandula del pichén y el ganso,
al respecto Fourman y Ballantyne (1967), sugirieron que la inervacién colinérgica en el
pato podria regular el flujo sanguineo y por lo tanto su actividad secretora.

En la GH del hémster, rata, ratén y conejo en adicién a la colinérgica se ha observado
inervacién adrenérgica y peptidérgica (Shirama y Hokano, 1992). Tsukahara y Jacobowitz
(1987), encontraron reaccién positiva para el neuropéptido Y. neurotensina y el
polipéptido intestinal vasoactivo. También se ha demostrado la presencia de oxitocina,

arginina-vasopresina y neurofisinas en éste tejido (Olcese y Wesche,1989).



2. Prod de la glindula Harderiana

La GH produce una variedad de secreciones. En términos histoquimicos. se considera
que en anfibios su secreci6on es mucosa aunque también produce algo de lipidos
(Paule.1957). Se dice que en reptiles, como las culebras acuiticas, ésta es seromucoide
o bien que produce una secrecion oleosa como en lacértidos y cocodrilos (Kennedy,
1970). En las aves es en su mayoria mucosa, pero también se ha observado algo de
secrecion lipidica. Los lipidos son el producto principal de la GH en los mamiferos y se
cree que poseen propiedades bactericidas y lubricantes (Sakai, 1981; Olcese y Wesche,
1989). En general las porfirinas, lipidos e indolaminas se consideran los productos
principales de la glindula (Payne, 1994).

Porfirinas
Una de las caracteristicas mas notables de la GH de algunos roedores, es su capacidad
para sintetizar y almacenar gran cantidad de protoporfirinas. Este 6rgano contiene el

ico pleto para sintetizar porfirinas de novo, a partir de glicina y
succinil CoA (Tomio y Grinstein, 1968). Las porfirinas se han encontrado en la GH de
ta mayorfa de roedores examinados hasta ahora, no obstante su contenido muestra

variaciones considerables entre las especies y a do. existen bi difer

asociadas al sexo del anima! (tabla 2). Se ha observado que en la rata, el hAmster y el
ratén la glandula Harderiana fluorece bajo luz ultravioleta, debido a su alto contenido de
pigmentos (Grafflin, 1942). En un estudio cuantitativo en el que se midi6 la cantidad de
porfirina sintetizada por homogenados glandulares, se demostré una gran variacién en
la actividad enzimatica, la cual correlaciond a su vez, con el grado de fluorescencia
observada (Davidheiser y Figge, 1958).

La aparicion de porfirinas intraglandulares varia en las diferentes especies. En la rata por
ejemplo, la acumulacién es ya evidente en animales de dos semanas y coincide con la
apertura del ojo (Wetterberg er al., 1970), mientras que en el himster, ésta coincide con
el inicio de la pubertad (Bucana, 1973). Entre los compuestos principales que se han
identificado en la GH se encuentran, la protoporfirina IX, que representa del 85

9



Tabla 2. Contenido de porfirinas en glindula Harderiana de roedores (nmol/g de tejido &= D.E.)

ESPECIE MACHO HEMBRA
Pseudomys 237483 19324772
australis
Meriones 89435 2131469
unguicularus
Apodemus 6122 125464
svivaticus
Mesocricetus 4249 33004302
auraius
Mus musculus 99153 880+ 89
C3H/Hel
Rartus rattus™ 45+ 8 36+5
Neotornodon 1.0£0.3 1.0+0.5
alstoni*

+ = Modificado de Spike et al., 1992
* = Valores expresados en ug/100 mg de ejido + D.E.

al 96% del pigmento total, coproporfirinas (3-15%) y otros que se encuentran én menor

proporcién como la uroporfirina (1 a 2%). y un derivado tricarboxilico o

Harderoporfirina. exclusivo de la rata (Kennedy, 1970: Spike ez al., 1992).

En preparaciones histolégicas, los pigmentos son visibles como acresiones intraluminales
solidas, solo cuando la cantidad de éstos es excesiva (ver Fig. 3). Mediante estudios in
vitro, Thompson y cols. (1984) determinaron la actividad de 7 de las enzimas
involucradas en la biosintesis de la hemina y encontraron un marcado dimorfismo sexual
en 5 de ellas, incluyendo la S-aminolevulinato sintetasa, porfobilinogeno desaminasa,
uroporfirin descarboxilasa, coproporfirinogeno oxidasa y porfirinogeno oxigenasa; en
todos los casos, la actividad enzimatica fue mayor en las hembras. Por el contrario, la
ble y mostré valores similares en la

actividad de la ferroquel fue casi ind
glindula de machos y hembras. Es por esto, que a diferencia de otros érganos

porfirinogénicos como e! higado o la suprarrenal. la formacién de hemina no se lleva a
cabo en la GH y por lo tanto los pigmentos se acumulan en forma de protoporfirina IX.

10
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Hasta ahora se conoce poco de los mecanismos que regulan la acumulacién y secrecién
de porfirinas en la GH. Estudios experimentales han sugerido que los esteroides
gonadales, particularmente los andrégenos ejercen un efecto represor sobre su sintesis
(Payne et al., 1977,1979; Vilchis y Pérez-Palacios, 1989). Por otro lado. muc):o se ha
cuestionado acerca de la funcién que podrian desempefiar estos pigmentos glandulares.
Algunos autores les han asignado un papel fototransductor por su propiedad de absorber
{a luz ultravioleta y cambiarla al rojo visible (Wetterberg, 1971). Otros como Thiessen
(1980), sostienen que los pigmentos esparcidos durante el acicalamiento, obscurecen el
pelaje e incrementan la absorcién de la radiacién solar, elevando asf la temperatura
corporal; esto es, cumplen una funcién termorreguladora. Se ha sugerido ademds, que
éstas secreciones podrian actuar como un filtro ocular, protegiendo las células
inmunocompetentes, las cuales son afectadas adversamente por los rayos UV (Payne,

1994).

Liépidos
Una de las funciones adscritas a ésta glindula es la secrecién de una substancia oleosa,

la cual facilitarfa el movimiento del parpado (Kennedy, 1970). Los lipidos son productos
caracteristicos de la GH en mamiferos. aunque también se han encontrado en aves y
anfibios, pero no en reptiles. En los primeros, constituyen entre ¢l 26 y el 35% del peso
landular. En ) ies, los lipidos se al en las células epiteliales

seco
en forma de vacuolas secretoras (Fig. 3). La GH representa un caso unico de glindula

exécrina en donde los lipidos son secretados mayoritariamente por exocitosis (Payne,
1994). Este tcjido contiene el complejo enzimatico relacionado con la sintesis de Ifpidos,
la acil-CoA ligasa, aciltransferasa y acetil-CoA carboxilasa son ejemplos de enzimas
extensamente estudiadas en la GH (Seyama e¢ al., 1992).

El 1-alkil-2 3-diacil-glicerol ha sido identificado como el compuesto principal secretado
por la GH de cobayo. ratén y gerbo (Lin y Nadakavukaren, 1981), mientras en la rata
las ceras esterificadas son el producto glandular predominante. Adicionalmente. la GH
contiene varios tipos de lipidos neutros como mono-, di- y triacilglicerol y colesterol. los
cuales se cree no son secretados: también fosfolipidos como la fosfatidilcolina y la

fosfatidiletanolamina, esfingomielina y algunos cerebrosidos (Seyama ez al., 1992).
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Los lipidos excretados por ia GH actian como lubricantes entre la membrana nictitante
y el ojo (Lin y Nadakavukaren, 1982), y al parecer sirven como solventes de feromonas
(Sakai,1981) y otros compuestos biolSgicamente activos como por cjemplo, ciertos
factores de crecimiento (Yokohama er al.,1989). Se ha especulado que en gerbos, los
lipidos glandulares podrian desempeiiar un papel termorregulador (Thiessen, 1992). En
los topos ciegos Spalax ehrenbergi, se ha reportado que las descargas de la glindula
sirven como atenuantes de la agresividad extrema, tipica, de éstos roedores subterrineos
(Shanas y Terkel, 1995). En e! sapo Bufo viridis, la GH de la hembra contiene
numerosas vacuolas lipidicas: basados en este hallazgo Minucci y cols. (1989) sugirieron
que tales lipidos podrian tener una funcién feromonal, ya que modifican el
comportamiento sexual del macho.

Al igual que las porfirinas e indolaminas, l1a s{ntesis y el contenido de lipidos glandulares
parecen estar bajo control endécrino. En la rata, los andrégenos y la hormona de
crecimiento ejercen un marcado efecto sebotr6pico (Ebling er al.. 1975). En el hamster
dorado, ¢! patron de 4cidos grasos glandul
(Lin y Nadakavukaren, 1981).

es pr un marcado dimorfismo sexual

Indolaminas

De acuerdo a Payne (1994), 1a produccidon de indolaminas es una caracterfstica que la GH
comparte con la pineal y 1a retina. Esto ha llevado a sugerir que podria estar involucrada
con mecanismos de fotorrecepcién y fototransduccién (Wetterberg er al., 1970; Bubenik
et al., 1978). Aunque en la actualidad no esta completamente esclarecido si tales
productos son sintetizados y/o liberados por las células epiteliales, se ha demostrado en
varios estudios que el tejido Harderiano. al igual que la pineal, contiene las enzimas
necesarias para la formaciéon de N-acetilserotonina y melatonina. Asf, la actividad de N-
acetiltransferasa (NAT) y de hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) ha sido
determinada en gliandula de rata (Wetterberg et al., 1970), hamster (Buzzell er al., 1990)
y gerbo (Menéndez-Pelaez y Buzzell, 1992).

Se sabe también que la actividad de la HIOMT harderiana, difiere de la enzima pineal,
por su gran dependencia a cationes divalentes (Vlahakes y Wurtman, 1972).

La idea de que la GH producia melatonina, se vio reforzada por un estudio de Reiter y
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cols. (1983) en donde se demuestra, que las concentraciones inmraglandulares de
1 inai Teactiva, se incr en animales pinealectomizados. Ademas. un

© de dios i histoquimicos han confirmado la presencia de melatonina en
1a GH de varias especies (Bubenik ez al., 1976: Meusy y Tillet, 1992). En mamiferos
y reptiles por ejemplo, ésta se ha localizado preferenciaimente en el citoplasma
perinuclear de las células secretoras (Vivien-Roels ez al., 1981).

Por otro lado, se ha observado que en el himster sirio, tanto los niveles de melatonina,
asf como ¢l mimero de sitios de unioén para {1'>*]melatonina, son mayores en la hembra
que en el macho (Hoffman er al.,1985 ;: Menéndez-Pelaez er al.. 1993). Estos iltimos
autores han sugerido que la melatonina producida por la GH, podria tener un efecto
autécrino o pardcrino, afectando a su vez los niveles de porfirinas.

3. F i6n de 1a glindula Harderiana

El hecho de que esta estructura se encuentre linicamente en los vertebrados terrestres ha
llevado a la aceptacién casi generalizada de que la GH evolucioné en paralelo con la
glandula lagrimal a fin de lubricar y humedecer la cornea y la nasofarfnge (Kennedy,
1970; Sakai, 1981: Payne, 1994). Sin embargo, su funcién parece ir mas alli de la
simple lubricacién ocular ya que su actividad guarda una estrecha relacién con miiltiples
procesos fisiologicos (Olcese & Wesche, 1989). Asi, se ha sugerido que la glandula
podria funcionar como un érgano fototransductor y/o fotoprotector siendo parte de un eje
entre la retina-la pineal-y ila génada (Wetterberg efr al., 1970a.b; Wetterberg, 1974). La
glindula parece estar también relacionada con mecanismos inmunolégicos locales (Burns,
1978,1992), y con la formacién de feromonas (Payne et al.. 1977; Payne, 1979) y otras
sustancias atenuantes de agresividad (Shanas & Terkel, 1995). Se ha especulado ademais
que podria ser una fuente importante de factores de crecimiento (Yokohama ez al.. 1989),
de lipidos termorreguladores (Thiessen, 1980) y de saliva (Payne, 1994). E! papel
mediador de la GH en la funcién reproductiva (Reiter & Klein, 1971), el balance hidrico
(Kennedy, 1970) y la osmorregulacién (Thiessen, 1992), también ha sido planteado.
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4. Hommonas y glindula Harderiana

No obsiante que en los iltimos afos se han acumulado numerosas evidencias que
sugieren la participacién de diversas hormonas en el control de la glandula Harderiana,

aun existe gran controversia respecto a los factores endécrinos y mecanismos

involucrados en su regulacién. La informacién disponible indica que las hormonas de

origen tiroideo, hipofisiario y gonadal pueden alterar la morfologia y la actividad
secretora de la glandula.

En 1953, Christensen y Dam, reportaron que la GH del hamster exhibfa un marcado
dimorfismo sexual en términos de pigmentacion. Posteriormente Woolley y Worley
(1954) extendieron estas observaciones y demostraron que las glindulas del macho
castrado, presentaban caracteristicas similares a las encontradas en la hembra. En ese
estudio los autores mostraron ademas que las hembras tratad con comp

"androgénicos” desarroliaban glandulas tipo macho. Tales observaciones fueron
confirmadas por Hoffman (1971) y Paync y cols.

(1977), asi como por Lin y
Nadakavukaren (1979) quienes demostraron cambios a nivel ultraestructural.

En 1954 Boas y Bates examinaron el papel de la hipdfisis y de la tiroides en el
mantenimiento de la GH. En ese estudio los autores concluyeron que tanto la
hipofisectomia como la tiroidectomia llevaba a 1a atrofia glandular, mientras que la
adrenalectomia y/o la castracién no alteraban significativamente ni el peso ni la
composicién de la glindula. En un reporte similar, Lorincz y Lancaster (1957)
informaron que la administracién de una preparacidén "sebotrépica” (en combinacién con
progesterona, somatowropina o bien con “tirotropina®) a ratas hipofisectomizadas y

castradas no inducia cambios significativos en el peso de la GH, pero si en otros tejidos
como la glandula prepucial y sebicea.

En un estudio cuantitativo en el que se compard la produccion de porfirinas en higado
y GH de ratas hipofisectomizadas Figge y Davidheiser (1960) concluyen que la hip(;ﬁsis

pricticamente no tiene influencia sobre esta actividad glandular. Sin embargo, en repories
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estos hall no pudieron ser reconfirmados del todo. Asi, Ebling y cols.
(1975a), observaron que la hipofisectomia, pero no la castracién, alteraba
considerablemente el peso glandular de !a rata. También observaron que la
administracién simultinea de hormona de crecimiento + testosterona (T), o bien de
hormona estimulante de los melanocitos + T, aanimales hipofisectomizados y castrados

restauraba solo en forma parcial el peso de este tejido (Ebling ez al., 1975a,b).

En 1973, Brooksbank y cols. reportaron la retencién selectiva de la delta-16-
androstadienona-[*H] por la GH de ratas castradas, se observé que la acumulacién de esta
feromona era inclusive mayor que en la hipéfisis, présiata o glandula prepucial. Asi
mismo mediante estudios autoradiograficos se ha demostrado la captaciéon de estradiol
radiactivo en acinos glandulares de armadillo (Weaker er al., 1983).

En 1972 Winand y Kohn demostraron la unién especifica de tirotropina tritiada [3H-TSH]
a preparaciones membranales de GH de cobayo. Posteriormente se demostré que las
hormonas tiroideas eran capaces de modificar tanto ¢l peso como las caracteristicas
morfol6gicas de la gtindula del hamster (Hoffman er al., 1979a,b).

Por otro lado Wetterberg y cols. (1970c). informaron que en ratas recién nacidas, la
administracién de tiroxina adelantaba la aparicién de porfirinas en la gladndula, mientras
que el tratamiento con cortisol producia un efecto opuesto. Estos mismos autores
informaron que en la rata adulta, la ovariectomfa provoca una disminucién significativa
del contenido de porfirinas y que la administracién de estradiol, propionato de
testosterona O progesterona a ratas ovariectomizadas no modifica la concentracién de
pigmentos intraglandulares (Ulrich er al., 1974).

Al respecto. se ha visto que el tratamiento prolongado con progestinas sintéticas no
induce alteraciones visibles en la glandula de la rata (Maiti y Sahu, 1981). Otros
informes indican que la progesterona natural tampoco modifica las concentraciones de
pigmentos en la rata ovariectomizada pero si en el ratén ovariectomizado y
adrenalectomizado (Shirama er al.., 1981. 1987).
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Ademds, se ha observado que en las hembras el contenido intraglandular de porfirinas
varfa considerablemente a lo largo del ciclo estral (Shirama ef al., 1981) y que su nivel

méximo se alcanza durante el estro y en la gestacién (Payne ef al., 1979).

En los machos, la castracién induce cambios no solo morfoldgicas sino también a nivel
metabdlico y ultraestructural. Se ha visto por ejemplo que la castracién incrementa las
concentraciones intraglandulares de melatonina (Hoffman er al., 1985), somatostatina
inmunorreactiva (Puig-Domingo er al.. 1988) y protoporfirinas (Payne er al., 1977;
Shirama er al., 1981, 1987). Incrementa ademdas el numero de sitios de unién para
dihidropiridinas (Kumar er al.. 1992). receptores B-adrenérgicos (Pangerl ef al.. 1989)
y melatonina (Menéndez-Pelaez er al.. 1993).

De igual forma se han informado un nimero de caracteristicas dimérficas asociadas al
género que incluyen; diferencias en el patrén de secrecién (Feria-Velasco er al., 1983)
en el nimero de células cebadas (Payne er al., 1982; Menéndez-Pelaez er al., 1992),
diferencias en la estructura fina de las células acinares (Lin y Nadakavukaren, 1979; Sun
y Nadakavukaren., 1980). en el contenido de metales (Hoffman y Jones. 1981), lipidos
(Lin y Nadakavukaren, 1981) y proteinas (Hoh er al., 1984) asi como en la actividad de
varias enzimas glandulares (Thompson er al.., 1984; Menéndez-Pelaez ef al.. 1988;
Buzzell er al., 1990).

Adicionalmente se ha informado que la remocién de la GH o harderianectomia causa
agrandamiento del tdtero (Reiter y Kiein, 1971), reduce la concentracién de melatonina
intrapineal (Panke et al..1979) y modifica los niveles circulantes de tiroxina y
triiodotironina (Hoffman ez al..1989%a.b).
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5. Mecanismo de accién de las bormonas esteroides

Una vez sintetizadas por los Organos esteroidogénicos, las hormonas esteroides son
transportadas a los tejidos blanco por globulinas acarreadoras, y debido a sus propiedades
lipofilicas pueden atravesar la bicapa lipidica de 1a membrana celular (Yamamoto.1995).
Las hormonas esteroides (andrégenos, estrégenos, progestigenos, glucocorticoides y
mineralocrticoides), son considerados como una clase de mensajeros intracelulares que
regulan numerosas respuestas fisioldgicas (crecimiento, diferenciacién celular), por
interaccionar con receptores intracelulares de alta afinidad. La formacién del complejo
hormona-receptor (Fig.4), representa el paso inicial en la accién de los esteroides
(Evans, 1988; Truss y Beato, 1993).

La unién del receptor con su ligando, provoca la disociacién de proteinas de choque

térmico (heat shock protweins) e induce cambios conformacionales en el receptor que
facilitan el wansporte nuclear (translocacién)., 1a formacion de heterodimeros
(dimerizacién), y la interaccién con segmentos del ADN, dando como resultado la
regulacién génica (Truss y Beato, 1993: Mangelsdorf et al., 1995).

Neciesr
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\f—\ﬂ:\"...’..'
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Figura 4
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Los receptores para glucocorticoides, estrégenos., progestinas, andrégenos y
mineralocorticoides., pertenecen a una familia de proteinas que se unen al ADN y que
incluye también a los receptores para hormonas tiroideas. vitamina D y 4cido retinoico
(Lubahn er al., 1989; French er al., 1990).

En términos generales, los receptores de hormonas esteroides (RHEs) son proteinas
nucleares que funcionan a manera de factores de transcripcion ligando-dependientes. Los
RHES, activan o inducen la transcripciéon de genes mediante su unién a secuencias
especificas del ADN conocidas como elementos de respuesta hormonal (HRE por sus
siglas en Inglés) o ERH (Marschke ef al., 1995).

Los RHESs tienen una estructura modular, definida por sus dominios funcionales (Green
y Chambon, 1987). Un dominio de unién al ADN (DUA), el cual es similar en todos los
miembros de ésta subfamilia de transactivadores (Fig 5). se localiza en la regién central
y estd compuesto por dos dedos de zinc, que son hélices coordinadas mediante cuatro
cistéinas a un A&tomo de zinc (Marschke er al., 1995). La variacién en los aminodcidos,
dentro del DUA determina la especificidad por los ERH, en particular dos aminoicidos
de la caja P localizados hacia el lado carboxilo del primer dedo de zinc. Por lo tanto, el
DUA media el reconocimiento especifico por los ERH (Mangelsdorf er al., 1995). Los
ERH, son secuencias palindrémicas de 15 bases (5'-A/GGNACAnanTGTNCT-3"),
dispuestas en dos sitios medios de 6 pares de bases que se unen por un espaciador de 3
pares de bases (Marschke er al., 1995).

La porcién carboxilo-terminal del receptor. abarca el dominio de unién al esteroide
(DUE), el cual posee la propiedad esencial de reconocimiento del ligando, y asegura la
especificidad y selectividad de la respuesta fisiolégica. El DUE se considera como el
“switch” molecular, que. después de la unién de la hormona, transforma al receptor a
un estado activo. Mediante estudios de mutagénesis, se ha podido establecer que los sitios
involucrados en la dimerizacién de los receptores, se localizan tanto en el DUA como
en el DUE (Simental er al., 1991). El dominio amino-terminal (A), es la regién mas
grande de los RHEs codificada por un solo ex6n. Su secuencia es la menos conservada
entre los diferentes receptores y es la mas variable en talla (Fig 5). Esta region parece
contribuir a la estructura tridimensional del receptor, a través de su interaccién con otras
regiones de la proteina.
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estrégenos (Grecu ot al., 1986): hRG. de icoi (Hol: g ct al., 1985).
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En la regién amino terminal del receptor se han detectado al menos dos regiones
esenciales para la activacién transcripcional. En algunos receptores se ha identificado
ademas, un dominio en el extremo 5° del exén 4 que exhibe una baja homologia de
secuencia. Por su localizacién entre el DUA y el DUE se le conoce como regién bisagra
(Hinge regi6n). Este dominio contiene una secuencia bipartita, compuesta por varios
resid de ami idos basicos (Arg-Lys-Lys-Leu-Lys) que le confieren las propiedades
de un signo o seiial de localizacién nuclear (Silver, 1991; Nigg er al., 1991). Estudios
inmunohistoquimicos y de mutagénesis dirigida. han sugerido que éste dominio media la

transferencia del receptor. del citoplasma hacia su sitio de accién en el nicleo (Picard

y Yamamoto. 1987; Guiochon ez al., 1989; Simental ef al., 1991). En todos los casos,
la presencia del esteroide es requerida para la activacién, fosforilacién y el importe
nuclear del receptor. Asf mismo, los receptores de esteroides presentan mecanismos de
regulacidn autélogos (Truss y Beato, 1993; Mangelsdorf er al., 1995).

R P de André (RA). La testosterona (4-androsten,178-hidroxi-3-ona; T) y
la Sa-dihidrotestosterona (Sa-androstan.178-hidroxi-3-ona: DHT) se consideran los
ligandos naturales del RA. Ambos ejercen sus efectos hormonales a través del mismo
receptor. El RA es un gen de copia simple, cuyo locus se localiza en la regién q11-13
del cromosoma X (en el humano), abarcando entre 75 y 90 kilobases (kb) de!l ADN
genémico (French ez a/., 1990). El gen tiene un marco de lectura de 2757 pares de bases
que codifican para una proteina de 919 aminodacidos (a.a.) y 98 227 Da en walla (Lubahn
et al., 1988,1989). Estructuralmente estid conformado por 8 exones (A-H), separados por
intrones de hasta 26 kb (Quigley ez al., 1995). La identificacion y clonacién del ADN
complementario (ADNCc) del RA, ha permitido conocer su secuencia de aminoécidos y
su estructura funcional, a la fecha, solo se conoce el ADNc de rata, ratén y humano
(Lubahn er al., 1988: Tan er al.. 1989).

R P de estré, (RE). El estradiol-178 (1,3,5[10]-estratrien-38,178-diol) es el
estrogeno biolégicamente activo en la mayoria de las especies, y representa el ligando

natural para el RE. El RE es una proteina monomérica de 66182 Da y 595 aminoacidos.



E! gen del RE esta localizado en el cromosoma 6 y su estructura funcional comprende
8 exones (Walter ez al., 1985). El RE es el de menor talla entre los RHEs por lo que

se le considera como una proteina constitutivamente nuclear (Green y Chambon, 1988).

Receptor de progesterona (RP). La progesterona (4-pregnen-3,20-diona), es el principal
esteroide natural de origen ovirico que se une al RP. En el humano. el gen del RP se
localiza en el cromosoma 11 y codifica para una proteina de 934 a.a. (Misrahi er al..
1987). El RP es el unico entre los RHEs que exhibe dos formas; A y B, cuyo peso
molecular deducido a partir de la secuencia de sus ADN complementarios, es de 86 y 72
kDa en el pollo, y de 98 y 86 kDa en el humano (Carson-lurica ez al., 1990). Se ha
mostrado que ambas proteinas (A y B), son sintetizadas a partir del mismo ARN
mensajero, el cual contiene dos codones de iniciacién (AUG) alternos (Conneely ef al..

1989). En contraparte, el RP del conejo exhibe al parecer una sola forma (Misrahi
er al., 1988).

P de gl icoides (RG). A partir de ensayos experimentales clisicos, los
corticoesteroides fueron clasificados, como glucocorticoides: por su efecto sobre la
captacién de glucdgeno hepitico y como mineralocorticoides, por su efecto sobre la
regulacion de electrélitos renales (Arriza er al., 1987). EIl cortiso! 6 hidrocortisona (4-
pregnen-118,178.21-triol-3,20-diona) es el ligando natural que el RG reconoce con mayor
especificidad. El RG (humano), es una proteina de 777 a.a., codificada por un gen del
cromosoma 5 (Evans, 1988). Su ADNc fue el primero en ser clonado (Hollenberg er al.,

1985) y es tal vez, el RHEs mas estudiado a la fecha (Mangelsdorf ez al.. 1995).

R ptor de mi 1. s eoid

{RM). La aldosterona (118,21-dihidroxi-4-pregnen-
18al-3.20-diona; ALD) es el esteroide adrenal con mayor actividad mineralocorticoide
y representa el lipando natural del RM. Los efectos mas conocidos de la ALD, son la
promocion de la retencién de sodio por el rifion, y la regulacién del batance hidrico en
el intestino. El gen del RM (humano) esti localizado en el cromosoma 4 y codifica para

una proteina de 984 aminoicidos con un peso molecular estimado en 107 kDa (Arriza
er al., 1987).
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IV. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Esti bien establecido que las hormonas esteroides regulan un gran nlimero de actividades

biolégicas modulando la expresion génica. La habilidad para rcs;.)onder a los esteroides
se ha atribuido exclusiv ala pr

de receptores funcionales. Varias lineas de
investigacion han sefalado que la glandula Harderiana es influenciada por estos
comp Por co

iguiente la identificacion de receptores especificos resulta de

particular relevancia para comprender parte de los mecanismos que intervienen en su
regulacion.

En este trabajo se presentan los resultados de estudios de saturacion al equilibrio, anélisis
inmunohistoquimico y reemplazo hormonal, realizados con el propdsito de establecer la
presencia de receptores para hormonas esteroides en la glindula Harderiana de los
vertebrados. Se presenta ademds el estudio de la Sa-esteroide reductasa en la glandula

del hamster como una evidencia de regulacién génica mediada por receptores.
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V. MATERIAL Y METODOS

Amnimales. Para este estudio se utilizaron tejidos obtenidos de especies representativas de
los diferentes grupos de vertebrados, incluyendo roedores. aves y reptiles. Los animales
fueron mantenidos bajo condiciones controladas de luz/oscuridad y temperatura y con
libre acceso a alimento y agua. En algunos casos los animales fueron sometidos a
tratamiento quiridrgico y/o farmacoldgico a fin de modificar su condicién end6crina. En
otros, se trabajé con especimenes disponibles sin tratamiento alguno.

Material. Para el estudio de las caracteristicas fisicoquimicas de los diferentes

receptores, se usaron esteroides naturales y sintéticos marcados con rritio y de alta
actividad especifica. Dimetilnortestosterona (17a-(metil-*H)]DMNT (mibolerona), a.e.

1.15 TBg/mmol; 178-estradiol [2,4,6,7->H] E,, a.e. 3.4 TBg/mmol: [6,7-*H] ORG2058,

a.e. 2.11 TBq/mmol; testosterona [1.2,6,7-*H] T, a.e. 3.89 TBg/mmol: (6,7-*H}

dexametasona, a.e. 1.84 TBq/mmol, se obtuvieron de Amersham Bucks (Reino Unido)
o New England Nuclear (Boston, U.S_A). En la mayoria de los casos, Ios compuestos,
reactivos y solventes utilizados fueron de grado analitico. Los esteroides no marcados se
purificaron mediante recristalizaciones sucesivas en metwanol.

Andlisis de unién

En forma general: se analizaron las caracteristicas de unién de los receptores de
andrégenos, estrégenos, progestagenos y glucocorticoides en preparaciones subcelulares
de glandula Harderiana de varias especies. Se realizaron estudios de saturacién al
equilibrio, incubando la fraccién soluble celular con diferentes concentraciones de
radioligando (10*-10° M), en presencia o at

de comp os no marcados. Los
resultados se analizaron por el método de Eadie-Hofsstee o bien por el método Scatchard

para obtener su constante de disociacion (Kd) asf como el mimero de sitios de unién o
B_.. (Zivin y Waud. 1982).

La especificidad de unién para cada receptor se determiné mediante ensayos de
competencia, incubando alicuotas de citoso! con el radioligando a concentraciones

saturantes, en presencia o ia de cc

raciones crecientes de compuestos no
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marcados radiactivamente. En cada caso se probaron al menos secis esteroides de

estructura qufmica diferente y cuatro concentraciones de competidor (1-500 nmol/l). Los
resultados se graficaron como el porcentaje de desplazamiento especifico (del esteroide
[*H]) contra la concentracién de competidor que se requiere para inhibir el 50% dc la

unién total (Liao er al.. 1973).

Para determinar la velocidad de sedimentaciéon de los receptores de esteroides se
incubaron alicuotas de citosol con el correspondiente radioligando [*H}-DMNT, [°H]-E,,
[*H]-ORG2058. [*H]-dexametasona, a concentraciones saturantes (2-4 nmol/l). Los
incubados se aplicaron sobre gradientes lincales de sacarosa 20-35% y se centrifugaron
a 370 000X g por 2-4 h a 4“C. El coeficiente de sedimentacién (S) de los complejos

[’H]-hormona-receptor se determind, mediante el uso de marcadores externos corridos

en paralelo (Kouvonen et al., 1978).

Para determinar la localizacién celular del receptor de andrégenos (RA) se realizaron
estudios inmunohistoquimicos usando secciones de tejidos congelados y anticuerpos

policlonales anti-RA. Se examinaron preparaciones obicnidas de dos especies cuya
gldndula exhibe alta (hamster) y moderada (rata) sensibilidad hormonal. La visualizacién
de los receptores se llevé a cabo mediante la inmunotincién del anticuerpo primario con
el sistema avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain, Vector Labs., U.S.A.), usando

diaminobenzidina como cromdégeno (Sar. 1985).

La actividad de la Sa-reductasa se determind por métodos estindar (Bruchovsky y

Wilson, 1968). mediante la conversién de testosterona-{3H] a Sa-dihidrotestosterona y

otros metabolitos 5a reducidos. lLa actividad enzimdtica se examiné en homogenados

glandulares de hdmsters adultos de ambos sexos, intactos o gonadectomizados y tratados
con diferentes andrégenos. fos resultados se analizaron por el método de Michaelis-

Menten y/o Eadie-Hofstee (Zivin y Waud, 1982).

Los métodos y técnicas utilizadas se describen en detalle en la seccion correspondiente

de Resultados.
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ABSTRACT

To investigaie the p.arucxpanon of intracellular steroid
hormone receptors in the sexual transformation pro-
cess of the Harderian gland, a series of cxperiments
were undertaken in adult golden hamsters. The in-
vitro labelling of cytosolic steroid-binding sites with
appropriate radioligands revealed the presence of
androgen, oestrogen and glucocorticoid but not pro-
gestin receptors in the glands from animals of both
sexes. The androgen receptor of the female gland was
further characterized because it was found to be the
predominant intraceliular steroid rcc:p:or. Studies

Su-di . onc and 3 d

diol were effici itars for the androgen~
binding site. while oestradiol-17B, progesterone and
dexamethasone exhibited very little, if any. competi-
tive . The of the
density di wirs

androgen in sucr
8 98, These data indi that the physi

istics of the d from the
fcmal: £land are similar to thase previously described
in the male gland. The striking observation of a
complete lack of oesuogen -inducible and oestrogen-

¢ progesti ptors in glands cytosol. cven

of binding kinetics using [H]7a.17 1-178-
hydroxy-3-ocstren-3-one (DNMNT) as ligand. demon-
strated a high aﬂ‘mu) androgcn binding site with an
(K,) of O-7 nmol.} and
m:lxlm;\l saturation bmdxnucap.luu\ of 84-0 =3-0(s.D.)
fmol,mg protein. Sp::nﬁcuy of the androgen recep-
tor was ispl ) : DMNT,

afier stimulation with cholera toxin, adds further sup-
port to the concept that the androgen receptor is the
key 1 the hor d d sexual
transformation of the Harderian gland in this species.
Journal of Endocrinology (1989) 121, 149-156

INTRODUCTION

Evidence has been accumulated which suegests that
the sexual dimorphism of the Harderian gland in the

been documented. Differences in the number of mast
cells in the gland (Payne. McGadey. Johnston er al.
1982) and in the concentrations of some metals, lipids
and non-enzyme prolcms have also been reported in
t h, & Jones, 1981; Hoh, Lin &

golden hamster is regulated by hormones (Chri
& Dam, 1953: Hoffman, 1971; McMasters & Hoffman,
1984). The definitive ccllular pattern of the gland
is settled during weck <3 after birth (Bucana &
Nadakavukaren., 1973) and thereafter clear differ-
ences betwsen male and female glands can be recog-
nized: two forms of alveolar cells (types I and I1) being
found normally in adult male glands, while the female
gland possesses a single class of cells (tvpe I) and a
high content of porphyrins (Hoffman. 1971: Payne,
McGadey. Moore & Thompson. 1977). Furthermore.
sexual differences in the activity of several enzymes
involved in porphyrin biosynthesis (Thompson,
Hordovatzi, Moore er af. 3198341 as well as in the
concentrations of intraglandular immunoreactive
(Hoffman, J & Reiter. 1985) have

(F
Nadakavukaren, 1984), Various experimental studies
have demonstrated that the Harderian gland is under
gonadal and pineal regulation (Clabough & Norvell,
1973 McMasicrs & HofTman, 1984 Hoﬂ'm:ln et al.
1985). and the ofa pi Harderian
gland-gonadal axis has also been documented
{Wetterberg, Geller & Yuwiler, 1970, Wetterberg.
Yuwiler, Ulrich es al. 1970). In accordance with
this proposal the gonadal steroids are essential for
the biological expression of scxual dimorphism of
this intraorbital glandular structure. To m\csugale
whether steroid r ptors the

phenotypic development of the Harderian gland, we
smd:ed steroid-receptor interactions in glands of
i Further impetus for

adult imal;

Journat of Endocrinofogs (19891 121, 139156 © 1989 Journal of Endocnnology Lid  Prented in Grear Brarain
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this study was furnished by our previous demon-

105000g for 1 h at 3 C . The cytosol fractions were
and used i . Protein content of the

stration of a high-affinity, y. specific
8-9 S androgen receplor in the rnale Harderian gland
(Vilchis. Hernandez, Péres & Pérez-Palacios. 1987).

MATERIALS AND METHODS

Chemicals
Di one (7a.)7a-di 1-17p-
hydroxy-3-oestren-3-one: DMNT), Sa-dihydrolcs-

tosterone (17B-hvdrox; a-androstan-3-one: ).
3a- .mdrosuncd.ol (Sa- androuane 3a.17P- dlol). 311-
andr 1 (Sa-a B-.17B-diol), andros-
tenedione (J-andro:xene-i‘l7—d|one)A ocstradiol- 178
¢1.3.5¢10)-oestratricne-3,178-diol). ORG 2058 (16a-
ethyl-21-hydroxy-19-nor-3-pregnene-3.20-dione) and
dexam:lhason: {9a- ﬂuoro t6a-methyl-118,17a.21-

-1. 20-dione), were ob-
tined from Am:rshnm International ple tAmersham,
Bucks. U.K.). Steraloids Inc. (Wilion, NH, US.A)
and Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, U.S.A.).
Non-radioactive steroids were purified by crystal-
lizations from methanol. [l7a-methyl-"HJIDMNT
(3-15 TBq, mmol). {2.4.6.7->H]oestradiol (340 TBq/
mmol) (6.7-’HJORG 2058 (1-67 TBg/mmol) and [6.7-
*H)dexamcthasone (1-84 TBq,mmol) were purchased
from Amersham International plc and New England

cytosol fractions was de::rmm:d by the method of
Bradford (1976).

Binding studics

Aliquots of Hard:nan gland cytosol (0-{ ml) l'rom
ovar s were a
range of concentrations of ["HIDMNT di aolved
in TEDMG buffer (0-! mk final "H]DMNT con-
centrations, 0-1-10-0 nmoll) for 18h at 2-3°C,
Non-specific binding was determined in parallel incu-
bations containing a 100-fold excess of unlabelled
DMNT. Bound and free sieroids were separ.ucd by
the add: n of dexts:
(250 mg norit-A (Pfansteihi Chemical Co.. Waukcgan.
IL. U.S.A)) and 25 mg dextran T-70 (Pharmacia Fine
Chemicals. Uppsala. Sweden) in 100ml TEDMG
butfer) and incubated for 10 min at 3 °C with con-
tinuous shaking. as described previously (Chivez er
af. 1985). Following centrifugation at 800g for (O
min. aliquots of the supernatants were assayed for
radioactivity. Results were analysed by the method of
Scarchard (1949).

Specificity of the Hardcrian gland cytosol PHIDMNT
binding

Aliquots (0-1 mi)

of Harderian gland  cytosol
<o o ere Y

Nuclear (Boston. MA, U.S A). The r
purity of the steroids was verified by paper or th-
luyer chromatography as reported by Chavez, Viichis,
Perez et al. (1985). Cholcra toxin from Vibrio cholerae
was obtained from Sigma Chemical Co.

Animals

Adult female and male hamsters (Mesocricetus
aurarus). weighing 100-120 g, were maintained under
a l14h light:10 h darkness cycle. Water and food
pellets were avmlable ad Ilbuunl r\ll animals were

from ovar with
['H]DMNT alone. or in the presence of a wide range
of concentrations of various unlabelled steroids dis-
solved in TEDMG buffer (0-1 ml). Final PHIDMNT
concentrations in the incubates was 15 nmol:), while
unlabeiled steroid concentrations ranged from 5 to
250 nmol'l. Bound and free steroid fructions were
separated as described above. Radioaclivity was
determined in a Packard Tri-Carb model 2660 liquid
scinullation spectrometer with a counting cfficiency
for *H of 30%: quenching was corrected in all samples
by external standardization.

rofilc of *H-labelicd steroid-receptor

ovar under ether
anaesthesia  3-5 da)s beforc E\perlmenls. When
required they werc adrenal { and 1

with 0-9%% (w'v) NaCl.
Animals were killed by decapitation and the tissues

immediately removed and placed on icc-cold butfer.

All subsequent procedures were carried out at 4°C.

Cytosol preparations

The Harderian glands, antcrior pituitaries and uteri
were homogenized in TEDMG buffer: Tris-HCI
(20 mmol’l: pH 7:3) containing EDTA (1-5mmol/
n. dilhio!hrcuol {0-25 mmol 1). sodium molybdate
(10 mmol-1) and 10% (v:v) glycerol, as described pre-
viously (Vilchis. Chivecz, Pérez er al. 1986: Vilchis er
al. 1987). Tissue homopgenates were centrifuged at

Journat of Endocrmotogs 119593 131, 149-1%6

complexes of the Harderian gla:
The sedimentation patterns of the steroid receptor
complexcs were assessed by the use of linear sucrose
gradient centrifugation. In all cases. aliquots of
Harderian gland cytosol were incubated overnight in
vitro with appropn:ne radioligands at saturating
concentrations in TEDMG buffer. At the end of the

iod, les of i b were treated
with dextran-coated charcoal for 10 min. applicd on
the top of low salt, lincar sucrose gradients (20-35%)
prepared in TEDMG buffer, pH 7-4 and cenirifuged
at 370000¢ for 2:5h in a vertical (Vti 65) rotor
(Beckman Instruments). Fractions were collected by
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+

83-033-0 fmol'mg cytosol protecin (mean values

tube puncture and radioactivity was counted. Conzrol
gradients conlaining bovine serum albumin (BSA)-
naphthol blue bluck as murker were run in parallel
(Kouvonen, Petterson & Lovgren. 1978).

5.0.). The effects of increasing concentrations of non-

radioactive natural and synthctic steroids on the

PHIDMNT specific binding to androgen receptors

from Harderian glands are shown in Fig. 2. Sa-

DHT and DMNT were the most po!em compexnors.
one and 3a-andr

Androgen receptor

["H]DMNT -2 nmol 1) was used as the r
in the incubation of female Harderian gland cytosol

by
uh:reas 3B-androstanediol, progesterone, androste-

nedione, oestradiol-178, dehydroepiandrosicrone and
ited very little, if any. competi-

(7-0-8-0 mg protein ml) from ovariectomized animals.
the addi

Non-specific binding was determined b:
of an excess (100-fold) of radioinert DMNT.

Progestin reccptor
induced and oestrogen-insensitive pro-

Oestrogen

gestin-specific binding sites were studied in the soluble
fraction of Harderun glands from male and female
animals. Before experiments ponadectomized ham-
sters were treated with oestradiol benzoate (10 pg/day
for 3 consecutive days: s. vehicle (corn oil: )
or cholera toxin (10 pug day for 3 consecutive d.
i.p.). Aliquots (0-5 m] of Harderian gland were incu-
bated overnight with saturating concentrations of
PHJORG 2058 at 4 °C and submitted to linear sucrosc
gradient cenxrlfuga“on For comparative purposcs
the progestin receptor of the uterine cytosol from
ovariectomized oestradiol benzoate-treated animals
was also labelled with ['THIORG 2058. The addition of
a 100-fold excess of unlabelled ORG 2058 was used to

determine non-specific binding.

o gen and ticoid p
Oestrogen-specific binding sites were studied in the
Harderian gland and anterior pituitary from male and

female gonud:cromlzed hamsters using [*H]oestradiol
he prcﬁle! of
were

mplexes

as r
tabelled ticoid~s r
examined in Harderian gland cytosols from male and
female animals which were gonadectomized and
adrenalectomized 5 days before the experiments.
PHID. was used as radi

RESLLTS

Androgen receptor
The results of studics on binding kinetics revealed
the presence of a high-affinity. low-capacity specific
androgen-binding site in the Hardenan gland of the
female golden hamster. anurc 1 shows a representa-
tive saturation curve of ["H]DMNT-specific binding
in the Harderian gland cytosol. Scatchard analysis of
the data from threc cxperiments mdlcalcs that the
high-affinity bii component d an_equi-
librium dissociation constant (K,) of 07+0:1
(s.0.) nmol/l, and a maximal binding capacity of

dexa
rne potency. The synthetic prog:slm ORG 2058 and
did not

oidal hormr

(dma not shown).

2 a4 s B K
PRIDNMNT (nmoth)

Boumbiree

e

0.08

T,
o2 3
Bound tnmolit)
d plot and

FIGLRE .

analysis of specific androg:n binding in the Harderian gland
from gonadectomized hamsters. Cytosal samples (17 mg
proteinml) were incubated in triphicate with [HI7a.17a-
3-one (DMNT:0-1—

TSN (s o Sressnce or absence ofa 100-fold excess

of radioinert DMNT. Specific binding was calculuted by
subtracting non-specific binding from total binding. The
saturation curveis shown in the insct. The apparent affinity
of the androgen receptor in the female gland is 0-7 nmol, 1.

The sedimentation behaviour of the radiocactive
labelled Harderian gland cytosolic androgen receptor
in lincar sucrosc gradicents is depicted in Fig. 3. In the
presence of sodium molybdate (10 mmol/I). the stabi-
lized ["H]DM NT-receptors complexes sedimented at
B~95S. As shown in Fig. 3, the addition to incubates of
a [100-fold cxcess of DMNT completely abolished

Journal of Endocrinology (1989) 121, 139-156
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FIGURE 2. Steroid-binding specificity of the androgen recep-
torin the Harderian gland of the female golden hamster.
Cytosol samples (01 mi} from ovanectomized hamsters
were incubated for 18 h at 4 "C with ['"H]7a.1 7a-dimethyl-
I7D-hydrctv-4-oeslrend onc (DMNT: 1S nmol. 1), alonc or

fthe steroids
: DHT. Sa-

DMNT. di L
17p- -OF. ¢

38,36 1 7B: P,, pro-

lerone‘ DE‘K dexamethasone. The unbound fra:uon was

v H]D“\rr binding in the absence of compettor was set at
100°%. Each point represents the mean of two cxpertments in
triplicate.

androgen receptor labelling in the female Harderian
gland.

Progestin-binding sites
Since androgens may exert their cellular and
biochemical effects through progestin receptors in a
number of mammalian structures it was of interest to
the presen d stics of the pro-
gestin receptor in Harderian 5I:lnds The mcub.lnon
of Hardenan gland cy
oil-treated animals with (’H]ORG 3058 and their
centrifugation in hnear sucrose gmdx:ms demon-
strated the of
binding sites. Furthermore, neither oesxrogen priming
nor treatment with cholera toxin were able to mducc

n 0 o i
Fracnon number
(F,!g;.,kt 3. Density ]rzdlem sedimentation profile or bound
-on

(DMNT) complexes i m m: cytosol rrom Hardenan glands of
female hamsters. Giand cytosol from animals ovanecio-
mized 3 days previously was labelled in vitro with
PHIDMNT (fina 1)
were carried out in the absence o presence of an excess of
unlabelled DMNT. Labelled cytosol samples (0-5 ml) were
fayered onto linear sucrose gradicnts (20-35%) and centri-
fuged in a vertical rotor for 3-5 h. BSA-naphthol blue black
farraw) was used as sedimeniation standard.

0 Top

radicinert ORG 2058 resulted in the suppression of
uterine progestin-receptor labelling (data not shown).

Oestrogen receptor
The lack of oestrog and

any significant increase in terms of progestin
in the Harderian glands of (emale animals (Fig. 4)
Identical results were obtained in male glands. The
absence of progestin-binding sites in the Harderian
gland was in sh;lr'p contrast with the results of incu-
bations of uterine cytosol with [*H]JORG 2058 used
as control. Indeed Fig. 4 demonstrates the presence of
an 8 S molybdate-stabilized progestin reccptor in the
uterine cytoso! from ovariectomized hamsters (Fig.
4a) and its further stimulation with oestradiol ben-
zoate treatment (Fig. 45). The addition of an excess of

Journsl of Endocrinology (19891 121, 149- 158

of progesun receptors in lhc
the

Harderian gland promp
of oestrogen-specific bmdmg sites in female and male
glands. When aliquots of female Harderian gland
cytasol were incubated with [’HJoestradiol-17p and
analysed in lincar sucrose gradients, a small labelled
area sedimenting in the 8 S region corresponding to
the oestrogen receptor was demonstrated as indicated
in Fig. 5. A similar though Jarger labelled 8 S arca was
obtained in the hamster anterior pituitary used as a
control tissue (Fig. $). The addition of an excess of
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FIGURE 4. Sedimentation profile in linear sucrose gradients
of Hardenian gland and uterine cytosol from ovanectomized
wit

ha . Cytasol r
1-0 nmol [’HJORG 2058.1for 18 hat 4 *C. Labelled cytosols
{0:5 m}) were layered onto lincar sucrosc gradients and cen-
trifuged at 370 000 g for 25 h. (u) Sedimeniation profiles of
Harderian gland { 2 ) and uterine (@) cy¥tosols from oil-
treated animals. (&) Sedimentarion profiles of Harderian
gland cytosols from animals treated with cestradiol ben-
zoate (‘= ) and cholera toxin ( &) and that of the utenne
cytosol from animals treated with oestradiol benzoate (@)
BSA-naphthol bluc black (arrow) was used as scdimen-
tation marker. (For further details see text.)
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FIGURE S. Sedimentation patiern in linear sucrose gradients
ol'oes!rogen recepror complexes in (@) anterior pituntary
and (4) Harderian glands from hanisters. Anterior pituitary
and Hardenan gland ¢ytosols were incubated with 0-8 nmol
{*HJoestradiol-170.] in the absence (@) or presence (O ) of
an excess ol the radioinert tigand. Labelled cytosol samples
were Jayered on the top of linear (20-35%) density sucrose
gradients and centrifuged as described in the text. BSA -~
naphthol blue black (4-6 S) was used as sedimentarion

marker (arrow).

formation of {*Hii -
results were round in Harderian gland cytosol from
males (data not shown).

Relative occurrence of steroid bormone receptors in the
Harderian gland
An overall analysis of the experimental results
revealed that the most abundant steroid hormone
binder in the Harderian gland of the hamster was the
8-9 S androgen receptor. being followed by the gluco-
corticoid receptor moleculc, whereas a very small
and a lack of progestin

oestradiol abolished the Dcstrudlol
).

non-radioactivi
receptor labeiling in both tissues (Fig.
results were obtained with male Harderian gland

cytosols (results not shown).

Glucocorticoid receptor
Since glucocorticoids may exert several cffects on the
Harderian gland. the presence of their specific binding
sites in gland cytosol was examinecd. Cytosol prep-
amuons from fem:.\le and malc gonadcc(omrz:d and
Is were 1 i viro with

Figure 6 shows the

2 n amol [’H]de‘amelhasone 1.
s:dlrncnlanon profile of the ldbcllrd cytosols. An 85
z d in the Harderian

w
gland from female hamsters. The addition of an excess
of radicinert dexamethasone (100-fold) abolished the

of
receptors were obsened Furthermore. no differences
in terms of steroid hormone receptors were noticed
between the male and female glands from adult

gonadectomized animals.

DISCUSSION
The prcsem results provide evidence for the existence
in the female

of a cy

Hardcrian gland in the golden hamster. Thisandrogen.

binding molecule has the essential physicochemical

propertics of the classical androgen receptor. Indeed.

it binds ['HIDMNT with high-affinity (A, 0-7 nrol.l)
Lournal of Endocrinalogy (19891 121, 149-156
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FIGURE 6. Sucrose gradient sedimentation profile of in-vitro
tabelled cymsou of Hardenan zlnnds with I'Hlduamema.
were fro

tomized hzmﬁen Cytosols were m:ub:n:d overnight wuh
1-7-2.0 nmol ’H]dexamethasonc:1 (@). and centrifuged as

androgenicity (Segalofl. 1963). Although a specific
interaction of [*HJDMNT with the progestin receptor
has been claimed to occur in several tissues (Traish,
Muller & Wotiz. 1986). it seems not to be the case in
the Harderian gland. since this lobular structure is
devoid of intracellular progestin receptors.

From the present results it appears that the andro-
gen receptor is involved in the regulation and main-
tenance of the sexual phenotype of the gland. Thus

ation of one¢ 10 female

induces a number of structural and ullrasuu:tuml
changes in the gland. including the presence of clus-
ters of cylindrical tubules and large vacuoles in acinar
cells, resembling the appearance of a male gland (Sun
& Nadakavukaren, 1980). Furthermore. the sugges-
tion that the transformation of the Harderian gland
may be mediated through androgen receptors is in
accordance with the observation that the masculiniza-
tion of the gland in tong-term blinded female hamsters
is induced by ovarian androgens (McMasters &
Hoffman, 1984).

Under specific circumstances and at certain doses
the biological effects of androgenic steroid hormones
may be by the progestin
receptors (Giannopoulos. 1971; Kopu. 1981; Janne,
Isomaa, Torkkeli ez a/. 1983). These are examples ofa
given hormone acting through a wrong receptor. To
ascertain whether the androgen-induced phenotype of
the male gland and the sexual transformation (mascu-
linization) process of the female gland in the golden
hamster may be also mediated by intracellular recep-
tors other than androgen receptors, we carried out a
search for the progestin receptor in the Harderian
gland. No evidence for the presence of progesun-

ar macr

described in the text. Addition of an excess of

the formation of the |
complex (Z). BSA-naphthol blue black (-6 S} was used as
sedimentation marker (arrow).

and limited capacity (84=3fmol'mg protcin) and
sediments at 8-9 § in low salt. linear sucrose gradients
(Figs ! and 3). Displacement analysis disclosed that

the glands from either male or female hamsters as
assessed by ultracentrifugation studies on density
sucrose gradients (Fig. 4). Further support for this
finding was derived from the experiments in which
two ditferent stimuli, oestradiol benzoate and cholera
toxin, failed to proveke the induction of progestin
receptors in the Harderian gland, whercas the uterus
which was used as a control tissuc exhibited a base-
line muon of progesun receptor and success-

solely those steroid molecules with hig
intrinsic potency (DMNT, DHT. testosterone and 3a-
were s for the
androgen-binding site of the female Harderian gland,
while progesterone and 3B-androstanediol exhibited
very little. if any. binding affinity for the andro-
gen receptor. Other steroid (oestradiol-17f. DHA.
androstencdione, dexamethasone) and non-steroid
{melatonin) hormones did not campete (Fig. 2).
The androgen r:ccrxcr was characterized in the
femate gland using PHIDMNT as the radioligand

fully r diol-17p (Fig. ).
A similar mcrcnse on uterine progestin receptors
by cholera toxin has been documented previously
(Alleva, Kenimer, Jordan & Lammana, 1983). The
lack of response of progestin receptor in the Harderian
gland to was in both
male and female animals. These observnuons rurthcr
support the that androg

ization of the female Harderian gland is mediated by
the androgen recepror.

The

d and oestrogen-

becausc of its well-known sp v
macromolecule (Liao. Liang, Fang er a/. 1973) and us
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insensitive progestin receptor popul;\llons in the male
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and female glands raiscs the question as to whether or
not this tissue possesses intracellular oestrogen recep-
tors. As indicated in Fig. 5. the presence of very low
PHloestradiol-binding activity was noticed in the
glands from female animals. This finding is consistent
with the observation that ovarian steroid hormones
with oOestrogenic activity cxert very littie. if any.
biological effects upon the female sland lHuﬁ'man.
1971). The obscrvation that &

hormones are ki

ey in the d of
sexual type in the H.\rdcrun gland of m= golden
hamster.
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A series of experiments was carried out in immature female chicks and ducks 1o establish
whether the avian

spccuﬁ: for sex stcroids. Cytosol 3
glands were ne ion analysis using ra-
diolabeled eslﬂdml ORG-2058. and Gimethylnoricstosterone as ligands. Tn addition. the
of the hor

were studied by uliracen-
trifugation of lincar sucrose gradicnts. The prescnce of high alfinity binding sites for estro-

gens (K, = 2.4 and 1.6 AN, progestins (0.8 and 1.0 AM). and androgens (1,0 and 1.0 nAN
was indicated in the chick and duck glands.

pe . The H
were 7-7.5 S, 7-8 S, and 8 S for in, and figand com- |
plexes. . Th ion of the wits signi higher in :
chick than in duck glands the and in receptor

trations were similar in both species. A striking finding was the presence of progestin
receptors. which apparently do not exist in the glands of many mammals. Priming with
estrogens did not modify the concentration of ORG-2058 binding sites in cither species
studied. indicating that gland is not Overall the data
suggest

circulating gonadal hormones regulate avian
Harderian gland function. € 1991 Acagemuc Prevs. Inc.

The Harderian gland occurs in many, if
not all, terrestrial vertebrates (Paule. 1957;
Sakai. 1981). In most cases it is present in
the ocular orbit closely associated with the
nictitating membranc. The gland of Harder
is the principal orbital structure in birds
(Burns. 1975. 1978). being multilobular

d of many tubules lined with a sin-
gle layer of tall columnar cells; the high mu-
copotysaccharide and lipid indi-

However, the function of the gland goes be-
yond ocular lubrication to include local im-
munological mechanisms (Bang and Bang,
1968), extrarctinal photoreception to influ-
ence the pineal (Wetterberg er al., 1970),
and a source of pheromones (Payne, 1977).
In addition. the gland appears to play a roie
in reproduction (Reiter and Klein., 1971)
and lhermoregulauon (Pandergrass and
Thi

cate that it secretes mucus (Ballantyne and
Fourman, 1967: Wight er al., 1971). The sc-
cretions of the gland, which differ in cach
group of vertebrates, probably lubricate the
cyeball and third eyelid (Kennedy, 1970).

' To who and reprint
should be nddms:ed at Deparlm:nl of Reproductive
Biology.

Vasco de Quiroga No. 15, th:o D. F. mno i
ico. Telefax: (52.5) 655.98.59.
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81).

Allhough steroid hormones seem to reg-
ulate certain functions of the avian Harde-
vian gland, very little is known in terms of
their cellular mode of action. Indecd, the
avian gland is incr y being r cd
as a target for both male (Baba ef al.. 1981)
and female sex hormones; in ducks, for ex-
ample. the administration of estradiol
dipropionate incrcases mitosis but de-
creases cell size and mucous substances,
while progesterone provokes a drastic cell

0016-6480:91 $1.50
Copyngnt © 1991 by Academac Press. Inc.
All nghis of reprovuction in any form reserved.
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desquamation (Gupta and Maiti, 1981,
1983). 1t seems, therefore, that gonadal ste-
roids and glucocorticoids (Butler ez al.,
1978) have direct presumably receptor-
mediated effects upon the avian gland.
This study aimed to assess the presence
of intracellutar sex steroid binding sites in
two avian species. To determine the phys-
icochemical characteristics and binding
properties of the steroid r s in the

VILCHIS. CHAVEZ, AND PEREZ-PALACIOS

by decapjtation and the Harderian glands were imme-
diately dissected out and placed in ice-cold buffer. All
subuqu:m proccdures were carried out at 4%

#land cy The tissues
from both ducks and chicks were cleancd on filter pa-
per: weighed and homogenized in TEDMG buffer:
Tris-HCl (20 2 pH 7.4).

a.s i w.s ). codium
molybdate (10.0 mmaliter). and 107 (v/v) glycerols
and supplemented with 5000 U.K. aprotinin/mi. Cito-
sol preparations were made by centrifugation of ho-

avian Harderian gland, the immaturc fe-
male chick and duck were chosen to exem-
plify two different types of glandular struc-
tures. According to Bums® classification,
based on histological criteria, the chick
possesscs the type 1 gland, characterized
by having a single lobule composed of a

2t 105.000g for 1 hr at 2-4°, Protein content
was determincd following Bradford (1976).

Sieroid binding studies. The steroid binding studies
were performed in the soluble fractions of Harderian
glands from ducks and chicks. For saturation analysis
aliquots (0.2 mD of the cytosol (3.4-4.0 mg protein/mi)
were incubated with a range of concentrations of ap-
propriate radioligands. ["HIDMNT, {*HJORG-2058,
17-B-(*Hlestradiol were used (o label the androgen.

single type epithelium, whereas the
structures of the duck gland (type 1) con-
tain two types of cells in the epithelial lining
(Burns, 1975, 1978). The results provide ev-
idence for androgen, estrogen. and proges-
terone binding sites in the Harderian glands
of two specics of birds with glands of dif-

. and receptors. tncu-
!‘lllo(\! were I8 hr long (a time established to achieve
maximal steroid binding in pretiminary expenments) at
2—4°. Nonspecific binding was determined in identical,
parallc incubations coataining a 100-fold excess of un-
labeled ligand. After incubation, bound and free ste-
roid fractions were scparated by the addition of dex-
d (DCC! i

ferent histology.

METHODS

i . {*H]Di one (17a-
Imethyi-*HIDMNT) (3.15 TBa/mmot), [2,4.6,7-
2Hlestradiol (3.40 TBa/mmot). and (6. 7-'HJORG-2058

at 800g. the radioactivity content was
determined in aliquots of supernatants using a Tri-
Carb Packard 2660 counter as previously described
{Chivez ¢s al., 1985).

Eaperiments were carried out in duplicate or tripli-
cate. Binding measurements were done in triplicate for
each experiment. Results were analyzed by the
method of Eadie~Hofstee following Zivin and Waud
(1982), Sullsll:al analysis was done by comparing two

@11 T were from Am Int.
(Amersham Bucks, UK). The radiochemical purity of
steroids was verified by paper or thin layer chroma-
u..nphy (Chavez er al., 1983). Untabeled DMNT (7a.

B-hy 3-one), ORG-
"OSI (l&:-:lhyl-Zl hydrol)’ l9—ncr-4-yregncnc J.‘:ﬂ-
dione). 178 and 17 were

from Amersham or Steraloids Inc. (Wilton NH).
Animals. Immature female ducks (Anas plaryrhyn-
chos), 200-250 g body wt. and | leghom

models (Seber, 1977).

Sucrose density gradient sedimentation of cyiosol-
buund TH-labeled steroid complexes. To determine lh=
s of

and ian glands of chicks
and Jducks, aliquots (500 »l) of clcar supcrnatants (pre-
pared in $ vol of TEDMG huﬂ‘erll tissue) were incu-
bated for 16 hir at 2—° with saturating concentrations
of PHIDMNT (3.0 amolfliter). [’H)ORG-"oss “.0

chicks, 150-200 g body wt, 8~10 wecks old.

). and ['H 1. respec-

locally, were uscd. In some experiments adult 30-
week-old laying ducks were used. Animals were main-
tained under natural lighting (—-12 hr) with standard
poultry feed and water -vnhble ad libiturm, Anlmnll
were used without p:
tions but where indicated they were treated with either
17B-estradiol benzoate (50 ug). or 17a-estradiol (50
»g) daily for S consecutive days. Injections were given
into the breast muscle oa altemnate sides. Control birds
received vehicle (com o1l) only. Animals were killed

tively. of cach i were applied to linear
20-35% sucrose gradients prepared in TEDMG buffer
and centrifuged for 2.5 hr at 370,000g using a VTi 65
rotor in a L8-70 ultracentrifuge (Beckman Instru-
ments) at 2*. Parallel incubations containing the "H-
labeled steroids plus a 100-fold excess of their respec.
tive unlabeled ligands were also ultracentrifuged to de-
termine nonspecific labeling. Control gradients
conaining bovine serum albumin (BSA 3.6 S) as a
sedimentation marker were run in pamlle! (Kouvonen
et al., 1978).




STEROID RECEPTORS IN HARDERIAN GLAND

Progestin bmdmx ites in glands of estrogen-primed
To asse of the
progesterone rec=p|ar of the gland. groups of chicks
and ducks were treated with either 178-cstradiol ben-
zoate or vehicle as before. In addition. a group of
ducks was treated with 1 7a-estradiol. Cytosol samples
from each group were incubated with saturating con-
centrations of l’HloRG-:oss u'nu conceatration 3.0
1.0 i of an excess
of unlabeled ORG-‘OSH Bound radioactivity in the
samples was determined as before. Limited capacity
binding was measured as the difference in binding be-
tween incubates with and without unlabeled ORG-
2058 and results were expressed as femtomoles per
milligram cytosol protcin. The oviducts (rom these
birds were used as control tissue. analysis
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employed Student’s 1 test. A value of £ < 0.05 was
considered significant.

RESULTS

Pilot experiments described optimal
binding times for *H-labeled steroids to
duck and chick Harderian gland cytosols.
Maximum binding for the three ra ti-
gands occurred after 16 hr and remained
constant for up to 24 hr. In all subsequent
exper ions were carried out
for 16-20 hr at 2—3°. Demonstrable levels of
androgen, progestin., and extrogen recep-
tors were detected in the cytosols from
both species. It must be stressed that in all
experiments data derived from Eadie-
Hofstee plots were consistently repeatable.

‘The androgen receptor of the avian Hard-
erian gland binds [P’HIDMNT with high af-
finity (Fig. 1). Under the assay conditions
employed, no more than one class of bind-
ing sites could be distinguished. In ducks
and chick glands the apparent dissociation
constants (K,) (mean = SD) for PHIDMNT
were 1.0 = 0.16 and 1.0 = 0.19 nAf, respec-
tively. The number of detectable androgen
binding sites (mean = SD) was, however.
significantly (£ < 0.05) greater in chick
(144.0 = 7.0 fmol/mg protein) than in ducks
glands (44.0 = 4.8 fmol/mg protein) (Fig. 1).

Figure 2 shows that the progestin (pro-
gesterone) receptors in the gland of the two
species were saturated at a concentration of
3.0 nmol [PHJORG-2058/liter. In Eadie—
Hofstee plots of the data, the Harderian

Y Qi 3 gland
from i female ducks (@) or
chicks (B) were incubated with 0.5-8.0 nmol
I’H)dimethylnorestosterone (DMNTliter with or
without a 100-fold excess of unlabeled DMNT. Spe-
cific binding saurates at 2-3 nAf [PHIDMNT (inset}
with an apparent dissociation constant of 1.0 x 10~°
M in both cases. binding was by
substracting nonspecific binding from total binding.

gland cytosol fractions were found to pos-
sess a single class of high affinity binding
sites with a K, of 0.B8 = 0.14 nM in the
chick and of 1.1 = 0.15 nAf in the duck
gland, with maximal binding capacity of

-
Crmeg rasisi]

o adz ocoe oce
wouno / FREE
Fic. 2. Kinctic parameters of progestin binding to
Harderian gland cytosols from female ducks (@) or
chicks (). Aliquots of each cytosal were incubated
with increasing :oncenlmlxons ur [’HIORG-2058 (0.5~
6.0 )in the of
tigand (100x). Specific bmdmg data from saturation
curves tinset) were erted into
plots. For details see the text.
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36.5 = 5.7 and 54.0 = 5.0 fmol/mg. respec-
tively. No significant differences were
found between chick and duck glands. Ad-

dmcn of 100-fold :xccss of con-sol triam-
ide. an: did

VILCHIS. CHAVEZ, AND PEREZ-PALACIOS

labeled androgen receptor complex sedi-
mented in the 8-9 reglon while the labcl:d
estrogen and pr
sedimented at 7.0 S-7. 5 S; the addition of

i t ligand abolished the for-

not affect the ORG- "058 binding to the
progestin receptor.

Repr:sentanve sa:uranon curves for
{*H] in chick and
duck Harderian gland cytosols are shown in
Flg 3. Eadie-Hofstce analysis of the data

that the bindi component in
duck glands has a K, of 1.6 = 0.39 n\f and
a maximal binding capacity of 60.0 = 10
fmol/mg protein, while in the chick gland
the equivalent values were 2.4 = 0.4 nAs
and 75 = 10 fmol/mg protein. respectively.
No significant differences werce found be-
tween chick and duck glands.

Androgen, estrogen, and progestin re-
ceptors in duck Harderian cytosols were la-
beled with [*HIDMNT. 178-[*H]estradiol.
or [>’HJORG-2058, rcspectively and sedi-
mented through 20-35% sucrose gradients
prepared in low-salt TEDMG buffer. The
sedimentation profiles obtained after gradi-
ent centrifugation are shown in Fig. 4. The
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Fic. 3. Representative Eadie-Hofstee plots and sat-
uration analysis of specific estradiol binding in the
Harderian gland of duck (@) and chick (@). Cytosol
samples were incubated with 0.1-5.0 amol
[PHlestradiolliter at 2-4° for 18 hr with or without an
excess of radioinert ligand (100 ). The apparent affin-
ity for the estrogen receptor in the glands of duck and
chick was 1.6 » 10-®and 2.4 x 10~" A7, respectively.
The saturation curves are shown in the inset.

mation of’H labeled ligand-receptor com-
plexes (Fig. 4). Incubation of saturating
concentrations of [HIDMNT,
17@-[*Hlestradiol, and [*"HJORG-2058 with
chick Harderian gland cytosol also gave
specific *H-labeled steroid-receptor com-
plexes.

Figure 5 shows the sedimentation behav-
ior of the *H-labeled receptors in sucrosc
Iinear gradicnts. The values of the receptor
sedimentation coefficients in the chick
glands were similar to those of the duck
glands, that is 8.0 S for the androgen and
progestin receptors and 7.0 S for the estro-
gen receptor. Compurision between cyto-
sols from oil- and estrogen-178 benzoate~
treated ducks and chicks suggested no sig-
nificant changes in the progesterone
receptor concentrations (Fig. 6). Indeed,
the mcan concentrations of [P"HJORG-2058
binding sites in the Harderian gland of es-
trogen-treated animals were similar to
those in cytosols of cil-treated animals (P <
0.05).

Interestingly. the oviduct cytosols of the
estradiol-benzoate-treated animals exhib-
ited an increasc in the mean concentration
of ORG-2058 binding sites as pared to
those of oil-treated birds. as depicted in
Fig. 6. Furthermore, the administration of
I17a-cstradiol for 5 consecutive days to fe-
male ducks did not modify the number of
available high affinity progesterone binding
sites in the Harderian glands (F:g. 6). When
the pr one r d in
the Harderian glands of‘laymg ducks was
found that its ation was si to
those found in the immature oil-treated an-
imals (Fig. 6)

DISCUSSION

These studies d ate the pr
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F1G. 4. Representative sucrose gradienm

of cytasol

and prog-

estin-binding sites. Harderian gland cylosol from intact female ducks was incubated with 3.0 nmot

PHIDMNT/liter or 3.0 amol {*HlestradiolNliter or 3. 0 nmol *HIORG-2058%ter with (open circles) or
without (closed circles) an excess of the cor

HBound and free steroids

teroid
were separated with DCC. The bound {ractions (0.5 ml) were applicd 10 20-35% sucrose gradients and
centrifuged for 2.

5 nr at 370,0008. Bovine serum albumin (shown by arrows) was run in paraliel
gradients as 2 scdimentation marker (3.6 S)

of specific binding sites for sex steroid hor-
mones in the Harderian gland of (wo do-
mestic species of birds.

By using 17a-{*H]estradiol as the radioti-
gand in a number of experiments, a specific
high affinity. low capacity, 7 S 10 8 S estro-
gen receptor was identified in the cytosol
preparations of Harderian glands of both
species. The characteristics of the estrogen
binding sites of thc avian Harderian gland
resembled thosc previously reported in ro-
dent glands (Vilchis and Pércz-Palacios,
1989) and are similar to those found in other
magunalian target organs. The obhservation
that administration of estradiol dlprop|on~
ate to male ducklings lerates

trogen effects are mediated via the ob-
served intracellular estradiol receptor.
Additional support stems from studics in
other species: for example. Weaker et al.
{1983 suggested that in female armadillos
estrogens could affect the development of
the duct system and the secretions by a re-
ceptor-mediated mechanism.

There are marked species variation with
respect to the actions of progesterone upon
the Harderan gland in vertebrates. In ro-
dents for example no effects or only limited
metabolic changes have been reported
(Lorincs and Lancaster, 1957; Maiti and

Sahu, 1981, Sh:mma et al., 1981) to occur
after pr

and cell breakdown of the gland and in-
creases mitosis in female ducklings, though
with a decreased cell size and mucous
glandular substances (Gupta and Maiti.,
1981, 1983), strongly suggests a physiolog-
ical action of estrogen on the avian Harde-
rian gland. It is thus plausible that the es-

onc ration. while in
female ducklings it induces a drastic cell
desquamation (Gupta and Maiti, 1983), in-
dicating a distinctive feature of the endo-
crine regulation of the avian Harderian
gland. The results obtained in this study.
using a synthetic labeled progestin
(I*HIORG-2058) as the ligand. provided ev-
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FiG. 5. Density gradient scdimentation of chick Harderian gland cytosolic androgen-.

progestin-,

and estrogen-| -binding sites using *H- labeled synthetic und natural steroids as ligands (closed circles).
and

assa
Addition n(a 100-fold excess of steroids

were ;lm:lar to those described in the legend to Fig. 4.

receplor compleacs (open Circles),

idence for the existence of a high affinity. 7
S-8 S progestin receptor in the Harderian
glands of both chicks and ducks. The num-
ber of progestin binding sites were similar
in the two species. Evidence that ORG-
2058 does not bind to the avian glucocorti
coid receptors is derived from the experi-
ments in which an excess of radioinert cor-
tisol, triamcinolonc acetonide. and
dexamethasone did not affect the ORG-
2058 binding in the chick and duck gland
cytosols. This observation sharply con-
trasts with the lack of progestin binding ac-
tivity found in the Harderian glands of
golden hamsters, mice, rats. and guinea
pigs (Vilchis and Pércz-Palacios. 1989:
Vilchis ef al.. 1989).

Whether the different structure and geno-
mic r lati of the lian and avian
progestin receptors (Wei and Horwitz,
1985) accounts for this striking observation
remains to be ascertained. Interestingly,
two immunorcactive proteins have been
identified with monoclonal anti-
progestcrone receptor antibody in the

the of the *H-labeled hormone

Harderian glands of four mice strains,
which do not bind progesterone (Chavez,
B.. Vilchis, F., Cerbén, M. A.. and Pérez-
Palacios, G., unpublished). The character-
istics of the progestin receptor identificd in
the birds glands are similar to those other
avian and reptilian progesterone-sensitive
tissues (Renoir er al.. 1982a.b; Kleis-San
Francisco and Callard. 1986: Dufrene er al..
1989; Reese and Callard. 1989). Priming
with either estradiol-178 benzoate and
estradiol-17a did not change the number of
progestin sites in the glands of immature
chicks and ducks, at least at the dose em-
ploycd ing that the pr in recep-
tor in the avian gland is not estrogen-
inducible. Further support for this finding is
derived from the observation that estrogen
priming resulted in a sharp increase in ovi-
duct binding sites for pr one in the
same animals (Fig. 6). This finding deserves
further examination. particularly since
o:her observations indicate an estrogen de-

y of the pr in avian receptor in
other organs (Renoir ef al.. 1982a.b). al-

e e S S e i i
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BOUND i ORG 1086 Tmaiime protesn
Fia. 6. Eﬂe:l of lhe administration of estrogens on
the in the
Harderian .lnnd nnd oviduct of ducks and :hlcks. Cy-
tosolic fi from oil- and d animals
were incubated with 3—3 nmo) [*HJORG.-2058%i1er,
alone or in the presence of unlabeled ORG-2058 for I8
hr at 4°. Bound ['HJORG-2058 was mcasured in sam-
ples (0.2 ml} of the incubates by DCC adsorption.
Birds were treated with 17B-estradiol benzoate (178).
17a-estradiol {17a), or vehicic (oil) for five consecu-
tive days. L. liylnl ducks. The oviducts from oil (OV-
oih- or 17| tova7B d ani-
mals were used as controls. Horizonul tines refer to
SD of the mean: the number in par
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intraorbital organ arc mediated by their
specific intracellular receptors. The obser-
vation that chick glands possess a signi
cantly higher content of androgen binding
sites than those of the duck may reflect a
different hormonal responsiveness between
the two species. A similar inlcrspecics dif-
ference has been noticed in lhc glands of

s and rats; ind . the ham-
ster gland appears to be more sensmve to
androgens and contains more androgen
binding sites than that of the rat gland
(Urueta, 1988). The characteristics of the
avian androgen receptor are similar to
thosc of the mammalian gland (Vilchis er

al., 1987, 1989) and other androgen sens
tive tissues (Len er al.. 1979: Chavez ez
al.. 1985).

In summary. the Harderian glands of
ducks and chicks contain androgen and es-
trogen receptors and, unlike the mamma-
lian gland they also contain non:;lrogen

though the existence of nonestrogen-
regulated progestin receptor population
has been reported in a number of species
(MacLusky and McEwen, 1978; Cerbon et
al.. 1989).

Androgens play an essential role in the
sexual differentiation of the male Harderian
gland in some mammalian species (McMas-
ters and HofIman. 1984) and are believed to
exert their effects at the transcriptional
level via the androgen receptor. In the male
hnmsler a role of such binding molecules in

hibi

ory cffects on the g!
lar production of porphyrins and somato-
statin has been d (Puig-D i er

al., 1988; Buzzel et al.. 1989; vilchis and
Pércz-Palacios, 1989). In birds. Baba ez al.
(1988) reported that testosterone reduces
lacrimal ations of i

lins presumably by a direct action at the
glandular level. The finding in this study of
high affinity androgen binding sites in the
Harderian glands of chicks and ducks sug-
gests that androgen actions upon this avian

progesterone r P R 1y
alternate nongenomic mode of slerouﬂ hor-
mone action at target organs. involving cell
membrane binding, has been proposed (Pi-
etras and Szego. 1977; Eichegoyen er al..
1986: Majcwska ef al., 1986). The data pre-
sented hercin are evidence for an intracel-
lular receptor-mediated mechanism by
which circulating sex steroid hormones reg-
utate the Harderian gland functions in
birds. The data also support the concept
that the Harderian gland of birds is multi-
hormonally regutated. as in other verte-
brates.
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Steroid 5a-Reductase Activity in the Harderian Gilands of Male and
Female Syrian Hamster (Mesocricetus auratus)
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The activity of the enzyme steroid Sa-reductase in Harderian glands of adult syrian
hamsters was asscised by measuring the conversion of testosterone (T) to Sa.
dihydrotestosterone (DHT). The optimal for lhls werc in
vitro using whole gland and [°H . Enzyme acuvuy
was maximal at pH 5.5. The Michaelis-Menten :onslunl of(he Hardenan enzyme for T was
4.6 = 1.2 x 10°* Af in females and 4.2 = 0.39 0~* Af in males. estimated by Eadie-
Hofstee plots. On the basis of relative muimum vejocity values, there was 9 or 10 times
more Sa-reductase in females (2.8 = 0.67 nmol/mg protcin/hr) than in males (0.289 = 0.029

proteinhri, C i . glands of intact male hamsters had lower Sa-reductase
activities than those of fe les. C. of males increased the enzymatic
activity, which within 4 weeks reached female-like values. The levels of Sa-reductase
mRNA also increased with castration. There was a direct correlation between activity and
mRNA levels of the enzyme in castrated male glands. Further, the administration of T or
DHT to ovariectomized hamsters led 10 intact male values in the enzymatic activity of the
gland. The sex differences in Sa-reductase activity may be of relevance to the differential
regulation exerted by androgen upan the physiology of male and female glands. The results
are consistent with the view that Sa-d‘hydrotesiosterone is the active androgen in the Har-
denan gland. € 1994 Academc Press. Inc

The vertebrate Harderian gland is under
complex endocrine control. In the golden
hamster this intraorbital structure displays
a pronounced sexual dimorphism at histo-
logical, biochemical., and ultrastructural
levels (Woolley and Worley, 1954; HofT-
man, 1971; Nadakavukaren, 1992). The dis-
tinctive cellular patterns of the male and
female glands are setiled around puberty
(Bucana and Nadakavukaren, 1973; Lopez
et al., 1992) and thereafter clear differences
are apparent; two types of alveolar cells (1
and II) are found in adult male glands,
whereas the female possesses a single type
of cells (I) and a high content of porphyrins

' To whom should be at
Department of Reproductive Biology. Instituto Nacio-
nal de la Nutricién, Salvador Zubirin. Vasco dec
Quiroga No. 15, México, D.F.. 14000. Mcxico. Fax:
(523) 655.9859.

(Hoffman. 1971; Payne cf al., 1977). In ad-
dition, there are sex-specific differences in
the activities of several enzymes involved
in prophyrin and meclatonin synthesis
(Thompson et al.., 1984; Mencendez-Pelacz
et al., 1988) as well as in the intraglandular
concentrations of melatonin (Hoffman ef
al.. 1985), (Puig-D. et
al.., 1988), and many other bioactive sub-
stances (sec Olcese and Wesche, 1989).
The Harderian gland activity is influ-
enced by various hormones (prolactin, mel-
. thyroid, and steroid hormones) and
by photoperiod (Hoffman er al., 1989; Buz-
zell er al., 1989; Menendez-Pelaez er al.,
1993}, These and other studies have clearly
highlighted gonadal androgens as essential
for the biological expression of such dimor-
phism (McMasters and Hoffman, 1984;
Vilchis and Pérez-Palacios. 1989). and
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5a-REDUCTASE IN H

while ovarian steroids have litlle or no ef-
fect on gland structure, naturally occurring
androgens affect the growth and morphol-
ogy of the gland (Payne er al.. 1992). Al-
though the characteristics of the male gland
are induced and maintained with testoster-
one (Hoffman. 1971; Payne ef al., 1977). its
effects appear to reflect the actions of its
Sa-reduced metabolite. dihydrotestoster-
one (DHT). and not by testosterone (T) it-
self. In androgen-sen e tissues, T is con-
verted to DHT via the NADPH-d d

ARDERIAN GLAND 299

Louis. MO). Nonradioactive steroids were purificd by
i i in
Ty

Animals and Tissues

Aduit malc and female Syrian hamsters (150180 g}
were housed under a lighting schedule of 14 hr light: 10
hr dark and given free access to food and water. When
requircd animals were gonsdcctomized under light
€ther ancsthesia.

In other sets of experiments. ovariectomized ani-
mals were treated with cither T or DHT at 1.0 mg/day
for different time periods or with vehicle alone (80 ul

androgen-regulated enzyme. Sa-reductase
(Bruchovsky and Wilson,
al.. 1991). The occurrence of this enzyme m
Harderian tissues has not been do

t/  of p ). Is were killed by decapita-
tion and the Harderian glands i
1968: George er Cleaned. hed. an for RNA

or tissucs were ptaced in ice-chifled Tris—<citrate (TC)
buffer 0.1 mDIIlu:! Tris—=HCY: 0.1 molliter sodium cit-

to date, although research strongly suggests
that DHT has been clearly indicated as the
hormone acting upon the gland (Marrufo er
al.. 1989: Menendcz-Pelacz er al., 1990):in-
deed. the androgen receptor of the hamster
Harderian gland binds Sa-DHT with a
higher affinity than T and other C,, andro-
gens (Viichis er af., 1987, 1989). Since the
enzyme-mediated conversion of T to DHT
seems to determince androgen action at
glandular level, the present study assesses
the presence and kinetic propertics of 5a-
reductase in Harderian glands of adult Syr-
ian hamsters. In addition, the effects of go-
nadectomy and androgen replacement on
the activity of the enzyme in glands of
males and females are described.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

{1.2.6.7-Hltestosteronc (3.89 TBa/mmol) was

purchased from Amersham Inteérnational. Amer-

sham Bucks. Chemical purity of [’Hltestosierone

was checked by thin-layer chromatography using

chioroform:methanol (95:5) and used without further
ion. T. Sa-di a7s

e and used for determination of en-
zyme activities.

Determination of Sa-Reductase Activiry

The standard method of assay for the enzyme was
used for all experiments except where indicated oth-
erwise. Harderan gland tissucs (150 mg) from intact
male and female animals were homogenized in 1.0 ml
of TC buffcr using 10-se¢ bursts in @ polytron homog-
enizer (Brinkman Iastruments. Westbury. NY). The
PH oplima were determined over the range of 4.5-8.5
using TC buffer. thereafter all assays were performed
al pH 5.5. To measure Sa-reductase activity, whole
gland homogenates were incubated with 0.5 wCi of
("HIT and nonr 2

Incubations were carricd out at 37° for 60 min with
volume was 2.0

m). Under these ations of

NADPH were varied from 0 to | mmolliter 10 ascer-

1ain cofactor To

kinetics ¢ K. imum velocity,
Vmar). Whole gland Gorimg i

were incubated with 0.5 wCi of [’H|T and increasing
concentrations of unlabeled T (1-30 pmollditer). All
assays were done in duplicate and repeated ut least
twice. Tissucless incubations were used as controls.
At the end of the incubation period, the reaction was
stopped by the addition of 1.5 vol of ethyl acetate and
extracted three times: the OfEaNIc exiracts were parti-
tioned belwcen hexane and 105 agueous methanol.
The m:lhnnuhc phases were cvaporated to dryness

Sa-androstane-3-one). 3B-androstancdiol (Sa-
androstane-3p,178-diol), 3a-androstanediol (Sa-
androstane-3a.178-dicl). lndro(len:d:on:
(4-andrastenc-3.17-dione). and (Sa-

under 4 in 1.0 M1 of methanol.
Samtes of 10wl were taken o calculate radioactivity
recovery. Aliquots of Organic extracts containing
100.000 dpm reccived 2 ug each of suthentic T, DHT,

androstanc-3.17-dionc) were

and and 3a.- and

Inc. (Pauling. NY) or from Sigma Cheml:a\ Co. tS1.

were then dned, recon.
stituted in 20 ul melhanol and applied to aluminium
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plates precoated with silica gel (Merk, Darmstadt.
West Germany). After chromatography in chloroform:
methanol (98:2) and chlorofﬂl‘lﬂ ether (9 the ste.
roids were vi: i with

reagent (1.0 ml p-lnusnldEhyde‘ 2.0 mt sulfuric acid.
and 100 ml glacial acetic acid) after heating for 5 min.
Spots corresponding to each steroid standard were
placed in counting vials containing I m! of ethanol,
shaken for 2 min. and then 5 m! of counting solution
was Idded to €ach vial and lhe samples werc assayed
for in a liquid spectrometer
(Packard Tn'Clrh 2660). The counting efficiency for
3H was 457 and quen:hlng was corrected in all sam-
pies by 1 standar 1 activ.
ity was from the of i

labeted Sa-reduced metabolites. taking inlo sccount
recovery, blank values. and specific activity of [*H]T
to unlabeled T. Results were expressed as pmol'mg
proteinvhr (pmol/mgP/hr). Values of A, and V.., were
derived from Eadic—Hofstee plots (Zivin and Waud,
1982). Protein concentrations were determmuned by the
method of Bradford (1976).

Identification of Radioactive Sa-DHT

Isolation and radiochemical purity of the radtactive
5a-DHT was achieved by a reverse isatope dilution
which i ta) recrystalliza-

tions to oblain constant specific activity (sp act), and
1b) ideatical behavior to that of the steroid carmiers in
two different thin-layer chromatographic systems
98 1 her, 9:1).

These systems allowed good separation of Sa-DHT
from other steroids: R, values of (.25, 0.35, 0.30.0.36,
0.61. and 0.71 were respectively obtained for 3a/38
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at 40 V for 4-6 hr at room temperature. RNA was
transfereed to hybr transfer
{GeneScreen, Dupont. Boston, MA) and baked at 80°
for 90 min. The filters were rinsed in 2x SSC and
prehybridized overnight in a solution containing 6x
SSC, 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS), 5x Den-
hardt’s reagent. 100 ug/ml denatured. fragmented
saimon sperm DNA. and 305, v/v, formamide. Mem-
branes werc hybridized to cDNA probes which were
tabeted with »*P by random priming. The probe used
was a cDNA to the full. mRNA
for human Sa-reductase type | (kindly provided by Dr
D. W. Russell. University of Texas). After hybridiza-
tions (I8 hr at 42" in shaking water bathi, the filiers
were rinsed in 2x SSC at room temperature and
washed twice (15 mint in 0.1 x SSC-0.1% SDS at 50°,
Membranes were autoradiographed by €xposure to
Kodak X-OMAT AR films (Eastman Kodak. Roches-
ter. NY) with intensifying screens at = 70°.

RESULTS

To determine the optimal conditions for
the measurement of Sa-reductase activity,
a number of in vitro assays were done using
whole homogenates of Harderian glands
from intact animals. The identification of
[’H]S«-DHT after tissue incubations with
[*H)T was achieved by successive recrys-
tallizations to a constant sp act (Table 1).
As shown in Fig. 1. maximal conversion of
T 1o its Sa-reduced derivatives by glandular
h es was achieved at acid pH (5.5)

androstanediols. T. SB-DHT. Sa-DHT,
one. and Sa-androstanedione.

Srazistics
Data were anaty zed by ANOVA labl: for comparing
y a in-
tervals « yya and ‘onm 19771

RNA Isolation and Northern
Blor Analysis

in both male and female tissues: thus, the
enzyme activity decreases with increasing
pH. reaching the lowest values at basic pH.
The results also suggest higher Sa-

TABLE t
RECAYSTALLIZATION DATA OF ISOLATED
5a-DIHYOROTESTOSTEROUNE FROM HARDERIAN
GrLanD TISSUES AFTER in vifro INCURATION

Total ceflular RNA was isofated by the
thiocyanate method (Cathala ef al..
ug) of 1otat cellular RNA were denatured before elec-
by adding de and formamide to
final concentrations of 6 and 405 in MOPS buffer (20
mmolliter MOPS. pH 8.0, 5 mmolditer sodium ace-
tate, 1 mmolliter EDTA) and by heating the mixture
for 15 min at 70°. The denatured RNA samples were

. wiTH ['H]T
983). Aliquots (18 sp act *H dpm/mg*
Mother
Sa-DHT Crystals liquors
1s1 crystallization 838 728
2nd crystallization 896 785
802 740

3rd crystatiization

separa o 1% ag ¥
gels. Electrophoresis was performed in MOPS bufYer

~ Specific activity of erystals (dprumg carrier).
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Harderian gland of adult intact hamsters. Tissues of males and females were homogenized in Tris—

citrate (0.1 ) buffer and 5
text. In both cascs. enzymatic

activily was assayed al varying pH as described in the

for each determination. Valucs are means = SE\(

reductase activities in female than in male
glands.

When the effect of NADPH upon Sa-
reductase activity was examined in glandu-
lar homogenates from intact h sters. it

at pH 5.5. A lot of six glands was used

amounts of NADPH (0.050-1.0 mmolliter)
to the female homogenates resulted in a dis-
parity of androstanediols production with
respect to DHT., it being more cvident at

was found that enzyme activity increased
alongside increased cofactor concentra-
tions (Fig. 2) but in addition, certain meta-
bolic differences betwceen males and fe-
males were apparent. In the absence of
WADPH S5a-DHT was the main bioconver-
sion product of T in both tissues studied.
whereas there was very little formation of
3a/3p androstanediols. In all cases the for-
mation of 5a-reduced metabolites in female
glands was greater than that observed in
male glands. The addition of increasing
concentrations of cofactor to male homoge-
nates produced a parallel increase in the
DHT and androstanediol formation. Oa the
contrary, the addition of moderate or large

high rations (sece Fig. 2). Thus. the
apparent drop in DHT coincided with a
gradual increasc in the formation of andros-
tanediols. Since the DHT/androstanediols
ratio was higher in homogenates containing
no cofactor. the addition of NADPH to in-
cubates was omitted in further experi-
ments,

The cffect of substrate concentrations on
the Sa-reductase activity of Harderian
gland from intact hamsters is shown in Fig.
3. The enzyme activity increased with in-
creased substrate concentrations. The ac-
tivity reached near maximal values at 7 to
20 pmolliter of testosterone in males as in
females. The K, of this enzyme. for testos-
terone was 4.6 = 1.2 (=SD) x 107° Af in

;i
.i
i.
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F1G. 2. Effect of NADPH on the conversion of [*HIT to Sa-reduced products of Harderian gland
hcmn:!naleL Tissues were homogenized in Tris—citrate buffer, pH 5.5, and Sa-reductase activity was

d at varying

of NADPH. Incubation mixtures were prepared as described in the
text. After incubation samples were analyzed for

and 3a-(@)-

androstancdiols (Adiots). n = 4 animats per NADPH concentration. Values are means = SD.

females and 4.2 = 0.39 (=SD) x 107" M in
males. as estimated from Eadie-Hofstee
plots, whereas the mean V,,. was about
10-fold higher in females (2.3 = 0.67)
(=SD) (nmol - mg protein~' - hr~ ") than
i males (0‘289 = 0.029 nmo! - mg pro-
tein™! - hr "),

To investigate whether sex steroid hor-
mone levels account for this difference. the
enzyme activity was measured in glands
from castrated hamsters as well as in glands
obtained from ovaricctomized animals
treated or not with androgens. As shown in
Fig. 4. orchidectomy for different time pe-
riods results in a gradual increase of the
Harderian Sa-reductase activity, which af-
ter 32 days reached values (544 = 63
pmol - mg protein~' - hr~ ") similar to
those found in glands from intact fem;\.lcs
{506 = 37 pmol - mg protein~' - hr~'). The
enzymatic activity was unchanged in 24-hr
castrated males, but significant changes
were observed at 7, 17, and 32 days post-

castration (P < 0.002), seemingly in a time-
dependent fashion.

Figure 5 shows that when ovariecto-
mized females were treated with androgens
for several consecutive days, the Harderian
Sa-reductase activity fell after 1 week,
reaching male intact values. Thus, the ad-
ministration of androgens for 21 consccu-
tive days led to the lowest enzymatic activ-
ities, whercas at 1 day of treatment no
changes were observed. In this regard, T
and DHT were equally cffective. To verify
that such effects were due to exogenous an-
drogens, a group of nontreated spayed ani-
mals was included as control: unexpect-
edly, ovari y alone red: d Harderian
Sa-reductase activity, but it was less pro-
nounced compared with the treated groups.

Because the Harderian Sa-reductase ac-
tivity was low in intact males and spayed
androgen-treated animals but increased in
fong-term castrates, it may be concluded
that androgen levels regulate the enzyme
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in the text using seven iestosterone concen-

trations ranging from 1.0 1o 30.0 umolliter. Each poiat is the mecan of two incubation mixtures from

a single tissue homogenate.

expression. To assess whether this regula-
tion occurs at u-.numic level, mRNA levels
were determined in glands from intact and
orchidectomized h s. When gland

preparations of intact animals were used.
the Sa-reductase cDNA probe hybridized
to an mRNA of approximately 2.5 kb (Fig.
6); these bands showed characteristics sim-
ilar to those Sa-reduciases species found in
other rodent tissues (Viger and Robaire,
1992). Intercstingly., the Sa-reductase

mRNA levels progressively increased after
castration.

DISCUSSION

The pr of a Sa-red in Har-
derian glands of adult Syrian hamsters is
reported. This enzyme displays a clear sex-
ual dimorphism with respect to its activity.

being much greater in females than in
males. Data also indicate the physiological
regulation of its expression is at lcast me-
diated by androgens.

The steroid Sa-reductase (EC 1.3.1.22)
catalyzes the NADPH-dependent reduction
of 4-ene-3-keto steroids to their corre-
sponding Sa-dihydro-3-keto steroids. This
enzyme is widely distributed among differ-
ent tissues and organisms. The best-known
role of Sx-reductase is the reduction of T to
Sax- DHT at larr,cl cells (Labn: et al.. 1992).
Early bi 1 d the ex-
istence of multiple Sa-reductases in repro-
ductive and peripheral tissues of mammals
(Dorfman and Ungar, 1965); 10 date, two of
these isoenzymes (1 and 11 in human / 1 and
2 in rat) have been isolated and cloned
{Andcrsson and Russell, 1990: Andersson
eral., 1991). The isozymes of rat, identified
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Fic. 4. 5 activity in glands
of castrated male hamsters. Animals (n = 3) were in-
tact (IM) or castrated at 1. 7. 17, and 32 days. Values
are means = SD. *P < 0.002 compared with IM.

as type | and type 2, are proteins of 255 and
254 aminoacids in length, and they differ in
their kinetic properties. pH optimas, ex-
pression levels, and sensitivity to cerain
inhibitors (Andersson er al.. 1989: Norm-
ington and Russcll. 1992). The number of
genes and/or Sa-reductase isoenzymes
present in the hamster are not known; how-
ever. the enzyme of the Harderian gland
shares certain functional characteristics
with those described for the rat iosen-
zymes. Under the experimental conditions
employed the Harderian enzyme has an
acidic pH optimum of 5.5 (as for the rat
ioszyme type 2). Studies in hamster andro-
gen-sensitive tissues, such as the scbaceous
gland or testicle. revealed that the Sa-
reductase develops maximal activity at pH
values of 8.0 and 7.4, respectively (Taka-
yasu and Adachi, 1972; Furubayashi er al..
1982). In contrast, the conversion of T to
DHT by Harderian gland homogenates was
low or almost undetectable at ncutral or ba-
sic pH (Fig. 1); in the former. T was pref-
erentially converted to A*-androstenedione
(data not shown). indicating a 17p3-
hydroxysteroid dehydrogenase activity.
The fact that the maximal Sa-reductase ac-
tivity developed at an acidic pH strongly
suggested the occurrence of a single en-
zyme within this glandular structure. The
par P t this view.
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As expe:x:d the addition of NADPH to

i mixtures h d enzyme ac-

tivity, but the effect of cofactor markedly
differed in males and females. In the ab-
sence of cofactor, the formation of DHT
was several-fold greater in females than in
males although in both cases the accumula-
tion of 3a/3p-androstanediols was low.
When concentrations of cofactor were in-
creased from 50 to 1000 pumolliter, there
was an apparent increment in the formation
of total Sa-reduced metabolites (Fig. 2).
However. m mnle llssu:s the ratio DHT/
andr r d unmodified at all
concentrations assayed, while in female
glands this ratio diminished drastically at
the higher concentrations, and a large per-
centage of Sa-reduced steroids was recov-
ered as 3a/33 androstanediols. The accu-
mulation of androstanediols in the incu-
bates containing high concentrations of
NADPH may be explained by an increase
in the activity of 3a/3p steroid ketoreduc-
tase enzymes. Frederiksen and Wilson
(1971) reported similar results using puri-
fied nuclear fractions from rat ventral pros-
tate. Thus, to avoid further conversion of

£5 ovas

|
|

Sa-faducionn Activity (pmolimgP

2y

Fic. 5. 3a-Reductase activity in Harderian glands
of spayed i3t treated with Ovariec-
tomized animals (OVAX) received either testosterone
D) or Sa-dihydrotestosterone {DHT) for 1. 8. and 22
days (1.0 mg/day sc). Glands from intact males (IM).
intact females (IF). and OVAX vehicle-treated ham-
sters (V) served as control (n = 4 animals per group).
Vatues are means = SD: “P < 0.002 compared with
IM: P < 0.002 compared with vehicle-treated
groups.
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Sa-DHT into androstanediols the kinetic
measurements of the enzyme were as-
sessed without exogenous cofactor.

The apparent K, values for testosterone
in male and female glands were similar
to those reported in other androgen-
responsive tissues of the rat (Martini.
1982), dog (Liang et al.. 1985), macaque
(Resko ef al., 198R8), and man (Liang ¢f al..
1985; Andersson and Russell. 1990). In this
regard, the Harderian enzyme resembles
the rat ioszyme type !. According 10 the
Eadic-Hofstee plots. the mean V,,, value
in females was 9- or 10-fold above that in
males (Fig. 3) indicating that the female
gland contains more Sa-reductase activity
than do thosc of male hamsters,

Interestingly. there are also reported sex-
related differences in the activity and/or
expression of other important glandular
enzymes., such as the S5-aminolevulinate
synthase (Thompson e al., 1984; Menen-
dez-Pelacz er al., 1991). N-acetyltransfer-
ase, and HIOMT (Mencndcz-Pclacz e?
al., 1988). as well as in the number of bind-
ing sites for 3.5.3 -trilodothyronine (Viichis
er al., 1992). melatonin (Mecnendez-Pelacz
et al.. 1993). nitrendipine (Kumar et al..
1992), and iodopindolol (Pangerl ef al..

w
=3
3

CcC M

7 17 32
Fio. 6. Northern blot analysis of Sa-reductase mRNA in J{ardenan glands of synan hamsters.
Aliquots of total RNA (20 ug) isolated from ussues of intact animals and custrated males (CM) at 7.

17, or 32 days were analy zed by blot hybndization using as a probe a *P-labeled human Sa-redustase
LcDNA.

1989). Even it other nonsteroidal hormones
affect the glandular activity, most of these
differences appear to be determined by the
circulating levels of androgens.

The present study shows androgens to
regulate to a large extent the activity of
the Harderian enzyme. Currently, Sa-rc-
ductase activity in intact males was about
one-fifth that of intact females (116.0 vs
506.0 pmol/mgP/hr). This condition could
be reversed by modifying the hormonal sta-
tus of the animals (Figs. 4 and 5). Thus.
Sa-reductase activity increasces following
androgen withdrawal in such a way that
castration for 4 weeks produced female val-
ues of the enzyme (534.4 pmoVmgP/hr). An
activation of the Sa-reductase of the scba-
ccous glands after orchidectomy has also
been observed in Syrian hamsters. In this
regard, castration of male rats induces a
similar change in hypophysis and liver
(Dorman and Ungar. 1965: Martini, 1982),
but not in accessory sex organs (George et
al.. 1991). suggesting tissue-specific regula-
tion of the 5a-reductase. The proposal that
the Sa-reductase activity of the Harderian
gland depends on circulating androgens
was further substantiated by the observa-
tion that in spayed hamsters exogenous T

3
5
i
H
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or Sa-DHT brings about male levels of the
enzyme in the gland (Fig. 5).

On the other hand, the fact that ovariec-
tomy alone modestly decreases (he enzy-
matic activity s the partici

VILCHIS ET AL,

Andersson. S., and Russell. D. W. (1990). Structural
and biochemical properties of cloned and ex-
pressed human and rat steroid Sa-reduclases.
Proc. Nail. Acud. Sci. USA 87, 3630-3644.

Andersion. S., Berm-n. D. M., Jenkins. E. P., and

1

o
other factors in the regulation of the Sa-
reductase of the female. The observation
that 5-aminolaevulinic acid synthetase ac-
tivity is significantly reduced in glands from
long-term ovariectomized hamsters sug-
gested that ovarian steroids are involved in
the metabolic regulation of the Harderian
gland (Spike er al., 1983).

Recent studies have demonstrated that
the expression of Sa-reductase in rat repro-
ductive tissues is positively regulated by
androgens {(Normington and Russell, 1992).
1n turn, the presence of Sa-DHT, but not T,
increases the quantity of Sa-reductase
mRNA lcvels (George ef al., 1991). On the
contrary, the present results suggest that in
the hamster Harderian gland. androgens
exert a negative control: since the activity
and the levels of mMRNA of the enzyme in-
cre;\se with castration. lh|s may partially

e d d differences in
SG-reducl:\se activity. The finding in this
study of a functional Sa-reductase in the
Harderian glands of Syrian hamsters sug-
Bests that androgen actions upon this
intraorbital organ are clicited by Sa-
dihydrotestosterone in the same way as
those that occur in androgen-dependent tis-
sues such as the prostate.
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Distribucién del recepter de andrigenos

A fin de investigar la distribucién celular del receptor de andrégenos (RA) en la GH, se
llevaron a cabo estudios inmunohistoquimicos utilizando anticuerpos especificos anti-RA
y el método de avidina-biotina-peroxidasa descrito por Sar (1985).

Se analizaron cortes de tejidos congelados (8-10u), obtenidos de animales adultos intactos
y de animales gonadectomizados por 72 horas.

Para la deteccidn del RA se usaron anticuerpos policlonales (AR-52 y PA1-110)
generados contra secuencias de la regién amino-terminal de la proteina (Sar ez al., 1990;

Chang er al.. 1989). En el ANEXO de la tesis se describe el método en detalle (IX).

El slisis i itoquimico mostré reactividad especifica para RA en el tejido

Harderiano de himster y rata. Los resultados indicaron que en los animales intactos

(Figs. 6A y 7A), el RA se localiza preferentemente en los niicleos de las células

alveolares. La intensidad del marcaje mostré un patrén de tincién uniforme en la region
N .

y per

de las células acinares tipo 1 y tipo II.
En preparaciones glandulares de animales gonadectomizados se obtuvieron resultados

similares, indicando que la castracién no modifica el contenido ni la distribucién de! RA
(Figs. 6B y 7C) de la glandula.
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Figura 6. D i i i imica del T de (RA). en i de
hiamster. Cones de tejido congelado (8u) fucron tefiidos por la tecnica de la Avidina-Biotina-Peroxidasa
(Sar. 1985), usando anticuerpos policionales anti-RA (AR-32). Tcjido de macho intacto (A). macho

(B). Seccion de tejido p ico (©) en ). Notese el intenso marcaje

nuclear en las preparaciones. X250.
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(RA) en H i (GH)

Figura 7. D i i i imica del de B
de tata. Secciones de icjido congelada (10u) de macho intacto (A) y macho castrado (C) fueron
inmunotefiidas por la tecnica de Avidina-Biotina-Peroxidasa (Sar. 1985). usando anticuerpos policlonales
de anti anti-RA (B).

anti-RA (PA1-110). Conte de GH (macho i en
Notese Ja intensa tincién nuclear en A y C. Acumulo de porfirinas (*). X250.
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VIIL. DISCUSION Y CONCLUSIONES

No obstante su amplia distribucion filogenética y del namero de funciones en las que
parece estar involucrada la glandula Harderiana (GH), se sabe relativamente poco acerca
de los factores que intervienen en su regulacién. A decir de algunos autores, el estudio
de la GH se encuentra en una situacién muy parecida a la que se encontraba la pineal
hace tres décadas (Weeb er al.. 1992). Varias lineas de investigacién han sefialado que
la GH esta bajo influencia hormonal (Olcese y Wesche, 1989). La informacién
acumulada ha sugerido que las hormonas esteroides (HE) desempeiian un papel relevante
en el control endécrino de este 6rgano (Payne, 1994).

Los resultados del presente trabajo apoyan la idea de que las HE tienen efectos directos
sobre la glindula de Harder. La identificacién de sitios de unién de alta afinidad para
andrégenos, estrégenos, progestigenos y glucocorticoides en un nimero de especies.
sugiere que gran parte de los efectos hormonales son ejercidos a nivel genémico y por
io tanto estdn mediados por receptores intracelulares especificos. Los datos mostraron
marcadas variaciones en cuanto a la presencia, concentracién y expresién de cada

receptor, lo cual concuerda con la diferente sensibilidad hormonal, quc exhibe la glandula
Harderiana de los vertebrados.

EstA bien establecido que las hormonas esteroides regulan una gran variedad de

acuvidades bioldgicas por medio de la modulacién de la expresién génica. La habilidad
para responder a estos compuestos ha sido atribuida exclusivamente a la presencia de sus
correspondientes receptores hormonales (Yamamoto, 1985).

Los receptores intracelulares de esteroides pertenecen a una familia de proteinas solubles
encontradas en las células de vertebrados e invertebrados que unen esteroides gonadales
y adrenales, asi como un nimero indeterminado de ligandos aun no identificados
(Carson-Jurica er al.. 1990;: Mangelsdorf et al.. 1995). En el modelo cldsico de accién
de las hormonas esteroides, se establece que los esteroides difunden a través de la
membrana plasmaitica y se unen a receptores citosSlicos y/o nucleares en ta célula blanco.
La unidn del esteroide al receptor induce cambios conformacionales que facilitan la
dimerizacion, el importe nuclear y la interaccién con elementos de respuesia hormonal

dei ADN que culmina con la regulacion de la expresiéon génica. De esta forma los
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receptores de esteroides actiian como factores de transcripcién ligando-especfficos,
dirigiendo la sintesis de protefnas (Yamamoto, 1985; Evans, 1988).

Si bien se conoce poco acerca de los procesos moleculares que operan a nivel glandular,
la expresion de receptores funcionales en varias especies, sugiere que estas protefnas
intracelulares desempeiian un importante papel fisiolégico en la regulacién de la glindula
Harderiana. Los reportes de Christensen y Dam (1953) y Woolley y Worley (1954) en
los que se describe que la GH del himster exhibe un marcado dimorfismo sexual y que
la gonadectomia en el macho es acompafiada por cambios morfolégicos en esta estructura
orbital representan posiblemente los primeros indicios de su control androgénico.
Estudios posteriores mostraron que tanto la apariencia histolégica (Hoffman, 1971;
Clabough y Norvell, 1973. Payne er al.. 1979: Lin y Nadakavukaren, 1979; Sun y
Nadakavukaren. 1980), como la actividad metabdélica de la glindula de roedores (Boas
y Bates, 1954; Hoffman, 1971; Payne ez al., 1977; Lin y Nadakavukaren, 1979, 1981;
Hoh ez al.. 1984) podfan ser mantenidas con andrégenos, indicando as! su participacién
en estos procesos.

En el presente trabajo se demostré la presencia de sitios de unién especificos para
andrégenos, usando DMNT[’H] como ligando. El RA citos6lico exhibe una constante de
disociacién (Kd) aparente de 3.0-8.0 nmol/l, con una capacidad maxima de unién de 80-
125 fmol/mg protefna. Este receptor es altamente especifico para andrégenos, ya que solo
los esteroides que poscen actividad androgénica intrfnseca (DHT, DMNT. 19-
Nortestosterona y R1881) compiten por los sitios de unién de andrégenos, mientras que
otros compuestos como progesterona, dexametasona, DHA y tamoxifen fueron inactivos.
Se observé también que la feromona Sa-16-androsten-3-ona no interacciona con el RA,
no obstante su captacién ha sido reportada en la GH de la rata (Brooksbank er al., 1973).
Las propiedades de sedimentacién de este receptor en gradientes lineales de sacarosa
muestran un coeficiente de sedimentacién de 8-9S en la glindula de animales
gonadectomizados de ambos sexos (Vilchis y Pérez-Palacios. 1989).

Cuando el RA es marcado con Sa-DHT[*H], el complejo hormona-receptor exhibe
caracterfsticas de unién idénticas a las descritas para DMNT[*H]. Las concentraciones
citosélicas del receptor no fueron afectadas por la castracion, asf las glindulas obtenidas
3, 30 y 60 dfas después de la gonadectomia muestran niveles similares de RA.
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De estos datos se puede concluir que el RA de la glindula Harderiana del hamster juega
un papel determinanie en la expresion de los efectos fisiol6gicos que requieren de la
interaccién con el genoma. Este papel mediador podria ser similar al descrito
previamente en otros 6rganos androgeno-dependientes.

Aun cuando varios reportes sugicren que el RA, y en general los receptores de esteroides
son protefnas nucleares (Evans, 1988; Carsson-Jurica ef al., 1990; Beato er al., 1995;
Mangelsdorf et al., 1995), la localizacion subcelular de estas protefnas se ha cuestionado
ampliamente (Guiochon-Mantel et al., 1989; Jacobson et al., 1995).

Con la utilizacién de anticuerpos 1 \! y/o policl 1 en dios

i histoquimicos y de cotr feccion se ha blecido que los RA tienen una

localizacioén pr i 1 en pr ia de hormona y citoplasmatica cuando

el i do esta Si 1 er al., 1991), lo cual conlleva a aceptar que se pueden
ar bién el citopl lular.

Si se considera que los RHEs son sintetizados a partir de un ARN mensajero simple
(Carsson-Jurica ef al.. 1990), que el esteroide es esencial para la activacion del receptor
y su b internatli ion al icl (Truss y Beato, 1993) y que se han
identificado ias de i idos béisicos (o signos de localizacién nuclear) que
mediante el importe nuclcar de los diferentes receptores (Simemal er al., 1991) es
permisible validar la caracterizacion de estos, en la fraccién soluble celular.

Sin embargo, en base al hecho de que la castracioén modifica la distribucién del RA solo
en tejidos andrégeno dependientes (Sar ef al., 1990), se consideré de interés estudiar lo

dul

que ocurre en
gonadales.

Los datos histoquimicos aqul presentados (Figs. 6 y 7, RESULTADOS), confirman la
presencia de un RA inmunoreactivo en la GH de rata y hdmster. Se observé que este se

cuya gl exhibe una diferente sensibilidad a los esteroides

localiza principalmente en la regién nuclear y perinuclear de los acinos glandulares. En
las preparaciones obtenidas de animales intactos y castrados, las células alveolares
mostraron un pauén de inmunotincién muy parecido, lo cual sugiere que las
concentraciones de andrégenos no modifican la distribucién ni el contenido del RA en
la glandula Harderiana.

Aunque en la mayoria de las especies, la ona (T) repr el principal
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andrégeno circulante, esta bien documentado que sus efectos a nivel 6rgano blanco son
mediados por la Sx-dihidrotestosterona (So-DHT). Ya que la conversidon enzimitica de
T a 5a-DHT es un prerrequisito para la induccién de respuestas hormonales (Wilson ez
al., 1993), en éste trabajo se examiné la expresion de 1a Sa-esteroide reductasa en la GH
del hamster, usando T[*H] como sustrato (Vilchis ef al., 1994). Los resultados mostraron
un patrén dimérfico en la actividad de 1a enzima Harderiana. De acuerdo a los valores
de su velocidad maxima relativa, la actividad enzimética fue diez veces mayor en
hembras (Vmax=2.8 nmol/mg proteina) que los machos (Vmax=0.289 nmol/mg
proteina).

Se observé que la administracién crénica de T o DHT a hembras
ovari izada ind

una disminucién significativa en la reductasa Harderiana. En los

machos, por ¢l contrario. la castracién incrementa en forma gradual la actividad de la
s oide red

asf como los niveles de su ARNm (Vilchis et al., 1994),
Conociendo que en tejidos reproductivos la expresién de esta enzima es un proceso
mediado por el RA, los resultados aqui mencionados permiten sugerir que los andrégenos
modulan la transcripcién de la Sa-reductasa Harderiana, ejerciendo un efecto represor
sobre la expresiéon de su ARN mensajero.

En conjunto estos datos pueden considerarse como evidencia del efecto gendémico ejercido

por los andrégenos en la GH. Medi procesos simil

se podria también explicar la
marcada influencia de los andrégenos gonadales sobre la actividad de la ALA-sintctasa

(Menéndez-Pelaez er al.. 1991; Rodriguez er al.. 1993) y otras enzimas relacionadas con
1a biosintesis de porfirinas (Thompson ez al., 1984), de la N-

ila ferasa ( et

al., 1990), hidroxiindol-O-metiltransferasa (Menéndez-Pelaez er al.. 1988), isovaleril-
acil-CoA deshidrogenasa y 2-metil-CoA deshidrogenasa (Buzzell ez al., 1997). as{ como
las diferencias encontradas en el nimero de sitios de unidn para

latonina (M, d

Pelaez er al., 1993), triiodotironina (Vilchis ez al.. 1992), dihidropiridina (Kumar ez al.,
1992) y receptores B-adrenérgicos (Pangerl e7 al., 1989) y en el contenido intraglandular
de melatonina (Hoffman er al., 1985), ina (Puig-Domingo er al., 1988) y
hemoproteinas (Vilchis er al., 1996).

E! receptor de andrégenos ha sido también identificado en la GH del conejo y otros
roedores donde se ha docu do infl

endocrina, como en la rata, cobayo y ratén
(datos no publicados) y presenta propiedades de unién muy parecidas a las encontradas
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en el hamster.
Los efectos androgénicos sobre la GH de aves, reptiles y anfibios han sido estudiadas
solo en forma esporadica. En las aves por ejemplo Baba y cols. (1988) reportaron que

la T reduce las i intraglandulares de i lobuli En el pr

dio se a la pr iader P pecificos de alta afinidad en la GH de
pato (Anas platyrhynchos) y el pollo (Gallus d. icus). Las c aciones de! RA en
la glindula aviaria son similares a aquellas encontradas en la GH de roedores. El RA
citos6lico parece ser mas abund. en glandulas de pollo (144.0+7.0 fmol/mg protefna)
que en pato (44.044.8 fmol/mg protefna) qgue su de di iacién aparente
(Kd=1.04+0.16 vs 1.0+0.19 nM) fue idéntica en ambas especies (Vilchis ef al., 1991).
Resultados preliminares sugieren la existencia de RA en la gldndula de reptiles del género

Lepidochelys y Phrynosoma, sin embargo en un estudio experimental en el que se utilizé
testosterona [*H] como ligando, no se pudo detectar unién especifica en Podarcis s.

sicula (Chieffi er al., 1992). d'Istria y cols. (1989) han demostrado en anfibios la
presencia de RA en gliandulas de Rana '{

se vio que la concentracién del receptor
cs mas alta en hembras que en machos. En esta misma especie la testosterona parece
regular a la alta el ARNm del RA glandular (Minucci ef al.., 1994). En conjunto, los
datos disponibles, indican que las hormonas esteroides con actividad androgénica inducen
un nimero de efectos regulatorios sobre la morfologia y fisiologia de la glandula

Harderiana de los vertebrados y subrayan la importancia de los receptores intracelulares
en la mediacién de estos efectos.

Los dios experi 1 inados a blecer la partici i6n de los esteroides

oviricos en el control de la glandula Harderiana han producido resultados contradictorios.
Asi, mientras en al i la ad

P

raciéon de progesterona y/o progestinas
relacionadas, inducen marcados efectos sobre la estructura glandular (aves), en otras
especics (roedores) estos compuestos parecen estar desprovistos de actividad biolégica
significativa. Por cjemplo, en las ratas hembras, la administracién de progesterona no
afecta ni el peso (Lorincz y Lancaster, 1957) ni la concentracion del pigmento glandular
(Ulrich er al., 1974). Aun mas, la administracién crénica de noretisterona (una
progestina sintética muy potente), parece no inducir efectos significativos sobre la
glindula de la rata (Maiti y Sahu, 1981). Aunque varios autores han subrayado la
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importancia de los esteroides oviricos en la regulacién de la glandula del himster (Moore
et al., 1977; Payne et al.. 1979; McMaster y Hoffman, 1984, Spike er al., 1985, 1986)
y otros roedores (Shirama y Hokano, 1992), no hay evidencias s6lidas que sustenten la
funcién de la progesterona (per se). en estas especies, por 10 que al parecer los efectos
observados, después del tratamiento con hormonas ovéaricas., son el resultado de la
actividad combinada del estrégeno mas la progesterona. Sin embargo Shirama y cols.
(1981) han sugerido que la sintesis de porfirinas en la glandula del ratén esta regulada
por progesterona. Ellos demostraron un incremento importante en el contenido de
pigmentos después de la administracién de progesterona a animales adrenalectomizados
y ovariectomizados y mostraron que este efecto podia ser revertido por la administracion
simultanea de testosterona. En las aves, por el contrario, la progesterona tiene una
actividad bien definida, Gupta y Maiti (1983) presentaron evidencia que sugiere que estaa
hormona inhibe la actividad secretora glandular en el pato hembra. Las diferencias
encontradas entre las GH de aves y roedores en cuanto a su sensibilidad a las progestinas
parecen estar relacionadas a la expresion de sus receptores especificos.

Una de las caracieristicas distintivas del receptor de progesterona (RP) es su regulacion
hormonal. Se han descrito dos poblaciones de receptores intracelulares, una de las cuales
estd bajo estricta regulacién estrogénica y la otra que es refractaria a los estrégenos. El
RP estrogeno-inducible se encuentra principalmente en los tejidos periféricos mientras

que €l RP estrogeno-insensible parece estar confinado a ciertas aéreas del encéfalo

(MacLusky y McEwen, 1978; Carsson-Jurica er al., 1990).

En eswudios en la glandula del h:‘smsler adulto, usando ORG2058{*H] como ligando. se
demostré 1a ausencia de sitios de unién para progestinas tanto en machos como en
hembras (Vilchis y Pérez Palacios, 1989). Asi mismo, en animales gonadectomizados

el ratamiento con benzoato de estradiol fue inefectivo en la induccién del receptor de
progesterona.

Este hallazgo podria explicar en gran medida las observaciones recientes de Menéndez-
Pelacz y cols (1992), en el sentido de que 1a administracién de progesterona no modifica
las concentraciones de porfirinas, ni los niveles de ARNm de 1a ALA sintetasa en la
glindula Harderiana del hdmster sirio. En estudios de unién al equilibrio. utilizando

varios radioligandos especificos para RP (incluyendo ORG2058(*H}, RSO20[°H] y
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progesterona [*H]) no se ha podido detectar una interaccién especifica en preparaciones
glandulares obtenidas de gerbos, cobayos, ratas o ratones, aun despues de ser sometidos
a un tratamiento prolongado con benzoato de estradiol (Vilchis y cols, en preparacion).
Estos datos sugieren que ta GH de roedores esta desprovista de un RP funcional.

En contraparte, los datos experimentales obtenidos en aves, indicaron la presencia de un
componente de unién Gnico para ORG2058[*H] (con una Kd aparente de 1-2 nmol/l) en
la GH del pollo (Gallus sp.) y del pato (Anas sp.). En ambas especies la concentracion
del receptor fue similar (30-60 fmol/mg proteina) y mostré un coeficiente de
sedimentacién de 7-8S (Vilchis er al.. 1991). Cuando el RP fue estudiado en animales
pre-tratados con benzoato de estradiol, se observs, que a diferencia del oviducto, los
niveles del RP harderiano no se incrementaron, indicando que en estas especies, los sitios
de unién especificos de la GH son estrégeno-insensibles (Vilchis er al., 1991). Aunque
se ha sugerido la participaciéon de los esteroides gonadales en el control de la GH de
anfibios y reptiles (Chieffi er al., 1992), actualmente existe muy poca informacién al
respecto. Estudios preliminares de nuestro laboratorio indican que la GH de lacertidos
vy tortugas contiene un RP con caracteristicas similares al encontrado en GH de cerdo y
conejo (datos no publicados).

Por otro lado varios reportes han sugerido que los estrégenos ovAaricos estdn involucrados
en e! mantenimiento de la glandula Harderiana (Woolley y Worley, 1954; Hoffman,
1971; McMasters y Hoffman, 1984). Spike y cols. (1985, 1986) informaron que la

ovariectomia provoca cambios en la estructura glandular y en la produccién de porfirinas

en el ha . Ademas se han d do cambios en su actividad durante el ciclo estral
(Shirama er al.. 1981), la preitez y la lactancia (Payne er al., 1979).

Los estudios de Gupta y Maiti (1981,1983) revelaron que el estradiol 178 induce mitosis
y también altera las secreciones y composicion celular de la glindula de los patos.
Minucci y cols. (1989) reportaron que la ovariectomia causa la desdiferenciacién de las
células glandulares en el sapo Bufo viridis. Otros reportes indican que la administracién
de estradiol a animales ovariectomizados induce solo cambios moderados en la estructura
glandular (Boas y Bates, 1954; Ulrich ez al., 1974).

Ya que la accién estrogénica en los tejidos blanco se ejerce principalmente a través de
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sus efectos gendmicos deberia esperarse que la GH contuviera receptores intracelulares
para estrégenos. los datos de Weaker y cols. (1983), quienes usando una técnica
autoradiografica demostraron la captacién nuclear de estradiol[?H] en las células
Harderianas del armadillo (Dasypus sp.) apoyan en cierta forma este concepto. Los
estudios aqui presentados confirman la presencia de sitios de unién especificos para
estrégenos en la GH de varias especies.

Asi, el receptor de estr6genos (RE) del hiamster une 178-Estradiol en forma especifica
¥ presenta un coeficiente de sedimentacién (7-85), similar al reportado en otros tejidos
estrégeno-regulados (Vilchis y Pérez-Palacios, 1989). Receptores con propiedades
similares también se han identificado en las gliandulas de rata. rat6n, cobayo, armadillo,
conejo y en reptiles como L. olivacea y Phrvnosoma (datos no publicados). En base al
hecho de que la administracién de estrégenos no incrementé el contenido del RP en la
glindula aviaria. se considerd de interés explorar las caracteristicas del RP en estas
especies (Vilchis er al., 1991). Los datos mostraron un componente tnico de alta afinidad
para estradiol-[’H] (K, =1.6-2.4 nmol/l), cuya capacidad maxima de unién no difiere
significativamente entre 1a GH del pollo (75 + 10 fmol/mg proteina) y del pato (6010
fmol/mg protefna) y que presenta una alta especificidad (Vilchis ez al., 1991).

Los resultados del anilisis de unién sugieren que el RE harderiano posce las
caracteristicas adscritas a los receptores encontradas en tejidos estrégeno-sensibles como
utero y/o la hip6fisis (Vilchis y Pérez-Palacios, 1989; Vilchis er al.. 1991).

En estudios recientes se ha descrito sin embargo la identificacion de un segundo subtipo
de RE denominado REf3 (Kuiper ez al., 1996: Byers et al.., 1997; Tremblay er al., 1997).
Se sabe que el gen del REB tiene una localizacién cromosdmica diferente, se expresa
principalmente en ovario y préstata y que es capaz de activar la transcripcion de un gen
reportero en presencia de estradiol (Kuiper ez al., 1996). No obstante, a diferencia de la
forma alfa, el REf8 no estimula la sintesis del receptor de progesterona (Byers er al.,
1997; Tremblay er al., 1997). Estos hallazgos permiten especular que el RE de la GH
podria tener una funcién semejante a los receptores . La presencia de RE en diferentes
especies sugiere que estas macromoléculas estan involucradas en la mediacién de algunos

efectos metabélicos de la glindula. Asi por ejemplo se podrian explicar los efectos
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estimulatorios de! estradiol sobre la expresién del ARNm de la proteina harderiana
FGH22 descritos recientemente (Varriale ez al., 1996). Aunque existe poca informacién
del pape! fisiol6gico de los estrégenos en la GH de anfibios y reptiles (Minucci er al..
1989;: 1994), los datos obtenidos en Rana esculenta y Bufo viridis demostraron la
ausencia de RE en ambas especies, asf como en la glindula del lacertido Podarcis s.
sicula (d”1stria, 1991: Chieffi er al.. 1992).

Ademis de las hormonas gonadales, 1a GH parece ser sensible a la accién de los
esteroides producidos en la suprarrenal. De hecho, se ha reconocido a los esteroides
adrenales con actividad glucocorticoide como moduladores de la funcién glandular en
varias especies. De datos reportados se conoce que la adrenalectomia y/o la
administracién de cortisol inducen cambios en la composicién y el peso de GH (Boas y
Bates, 1954). Asi, el tratamiento con cortisol retarda el inicio de sintesis de porfirinas
en el lumen alveolar de la rata recién nacida (Wetterberg er al.. 1970c), mientras que la
adrenalectomfa en el ratén hembra induce un incremento significativo en el contenido
glandular de porfirinas (Shirama ef al.. 1981).

Que los glucocorticoides ejercen sus efectos en la GH a través de mecanismos
intracelulares fue sugerido por el trabajo de Butler y cols. (1978); ellos demostraron la
captacion in virro de corticosterona [*H] por la glandula del pato doméstico, asf como su
biotransformacién a 11-dehidrocorticosterona. Usando el glucocorticoide sintético
dexametasona como radioligando. se demostré la presencia de un receptor especifico en
1la GH del hamster adrenalectomizado (Vilchis y Pérez-Palacios, 1989). Sitios de unién
para glucocorticoides con caracterfsticas similares también presentes en cobayos, ratones
¥y en ambos I6bulos de la glindula del conejo (datos no publicados). Estas observaciones
favorecen la opinién de que los efectos de los esteroides adrenales sobre la GH son
ejercidos via sus receptores intracelulares, y podria explicar, al menos parcialmente, los
efectos del cortisol sobre el mantenimiento de las células secretoras de sal en las
glandulas de la tortuga Pseudernys scripra (Chieffi Baccari e al., 1996).

En base a los datos aquf presentados, se puede establecer que los esteroides de origen

gonadal y suprarrenal actuan directamente sobre la glandula Harderiana a wavés de
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mecanismos gendémicos mediados por r

ptores. La pr i concentracién y
propiedades de unidn de los receptores de androgenos, estrégenos, progestinas y
glucocorticoides en la glindula de los diferentes grupos de vertebrados (Tabla 3),
presentan marcadas variaciones, sugiriendo un control endécrino complejo y especie-
especifico.

Debido a su importante papel en la mediacién de los efectos hormonales sobre la
glindula Harderiana. los receptores de esteroides deben ser considerados como proteinas

reguladoras clave dentro de fos mecanismos fisioldgicos involucrados en el control
endécerino de este Grgano.

‘Tabla 3. Distribucién filogenética de los receptores de esteroides en la glindula
Harderiana de vertebrados terrestres.

CLASE RA RE RP RG
Amphibia + - N.D. N.D.
Reptilia + + N.D. N.D.
Aves + -+ -+ +
Mammalia + -+ - +

+ = Presente

N.D. = No descritos a la fecha

« = Auscnte en roedores

** = Ausentc en Rana sp, : Buffo sp.
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Tabda 1+ Clasficacsin de especies en las que s ha dewrito |2 presencia de glindula
Hatdenana (G H ).
A
Grypo Nombxe comin GH. Rekerencia Grupo Nombxe comin CH. Referencia
(lase AMPHIBIA Orden Squamata
Urden Anora Crothaphytus collaris ' + (Bellain, 1947)
Ranz catesbeisna Rana Prewemet  {Sakai, 1981) " . R Sabai, 1981)
Ruse pipicns ) N ) Sphensden ponctstum Tutan . {Belai, 1947
Rass esculents ‘ + {Chieffi, 1992) Typhiope disrdi Sepiente R .
Rana japonics . + (Shirama, 1982) Cylindephia tus . N .
Bulo bulo 1o ¢ ' Xewopekis uaicolor : + :
Bufo viridis ¢ + ‘ Comstrictor comstrictor I R .
Xenopus laevis Rana Africana + . 1 boulengeri . N .
Notria nstris Culebes + .
Ciden Viodela No estudiada Elaphe quatonclisests . . B
Tamaophls sirtalis . + {Sakai, 1981
{2 REPTILIA Notrls faaciates M + .
Orden Chelonia Rhabdophis tigrines - + {Yoshie, 1983)
Malaclemis terrapin Tonuga + (Cowan, 1971)
Graptemys geographics * + * Orden Crocodlia
Graptemys basbouri ‘ + . Alligator mississippiensis  Caiman + Saba, 1981}
Preudemys seripta . + *
Crisemys picts * + *
Crysemys scripla . + (Sakai, 1981) Clase AVES
Testudo graeca * 4 (Chieff, 1992) Super oxden Palsegnathae
Lepidochelys olivacea ) ¢ (vihis, 1950 Struthio camelus Avesiru + {Nitken, 1976
Super orden Nrognathae
Orden Squamata Trigomoceps occidencalis  Buire + {Bums, 1975)
Gallus domesticus Gallo + .
Calotes vesicolor 1aurnidos + (Belhairs, 1947) Corurain japonics Codarmiz R .
Memidactylus maculatus * + ¢ Syrmaticu reevesi Faisan + .
Anguia fragilis ’ ¢ ‘ Phasiamus colchicus . N .
Amphisbaena fuliginoss + *
. A .

Lacerta vivipars
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Tabla 1.

Clasficaribn de expecivs n las que w bha deseito ta presencia de gindula

Hasdertana (GHL
Cripo Nombxe comin GH. Relerencia
Grupo Nombre comon CH. Referencia Orden I
Erinsctus eurpoens Puescoespin + (Saka, 1981
Super oden Neognathae ieulat + .
Mleagris milesgrie Pivo ‘ (Buma, 1975) s“' asiens bervicand Mu:“m . .
Pavo cristates Pavorveal + . Soncus macions . + .
Columba palumbrus Pichon + .
Sirepropelis decaneis Cavion + * Qrden Lagurarpta
Asio capeneis Letwaa + * Orycial ol . .
Tudyptes crestatu Pinguin L N Sybrilages florid Ct\':fjn . .
Anap platyrhynchos Pato + * Ochosamn refeacrs '™ . .
Rhamphastus toco Tucan + *
Corvus frugilegun Come + * Orden Braipeda
Pelecanus erythrorhynches  Pelicano + * Obdeb Mo R .
Phoca sp. Foaa + *
Ulae MAMMALA. En tue grupo, a glindula Hurderiana oe ha deacrito en
la mayoria de las especies. Sin embargo, la glindula Orden Cetaces (Mysiceton}
eua AUSENTE en ks giguientes Ordener: Salernapters 0. Ballena + '
Prisnates, inchuyendo al bumanc, Chiropsera (ampires Megspiers vp. . + .
y murcitlagos} Camivora (perro y gato} Pernodsciyla Bulsrma op. . ¥ .
{cabatlo y ana}y Aniodactyla fvaca ¥ oveja).
Orden Ceucen {Odonioceion)
Oriden Monotremata Deiphisus op. Delin + *
Draiborhyachus 1. Omi . Crfihs, 1978)  Phacacna g, ' i '
Thachyglossus op. Eqid . : Delphinapterse . . + .
Drden Marsupialia Hypersdan ip. . + *
Didelphia marswpialis Langueya + (Pauke, 1957) Platasiota gragetica . + .
Caturomys philesder . + * Poniogeria op. ' + '
Marmosa mexicans * + * Toursiops treacatee : + (Bodyak, 1994
Orden Edemtaa Orden Sieenia
Dasypus aovemcinctus Asmadilo ¢+ (Weaker, 1981} Dugong dugeng Dugongo + (Sakas, 1981,




Talde 1o Qlasficacion de cxpreies en las que se ha descrito Is presenvia dv gloduly

Hardeciana {GH).

Grupn Nombre comin GH. Referencia
Orden Anidarnls
Dama op [ + {Hurder, 1694)
Sus scrophs Cerds + (Ruhnel, 1514}
Cervus elsphan Cervo + {Sakai, 1981)
Crden Rudentia
Muriones unguiculatss Gecto + {Johngton, 1963}
Mus musculus Ratde + (Sakai, 1981)
Reuieus rattwe Rau + .
Mrsoericerus surstes Hamurr Siro + *
Apodemus selvaticus Raign + {Sakai, 1992)
Faevdomys susralis * 4 .
Caris speces Cobayo + *
Scinrvn sigher Ardila + .
Scinrws carolinensis 4 + *

# También consuhar Pavle, 1957, Kennedy, 1970 Pane, 1954



ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

PROTOCOLO

1. Los tejidos se di rapid sobre una caja de Petri mantenida en hieto.

2. Bloques de tejido de 3mm’ se congelan en Isopentano preenfriado en Nitrdgeno liquido y se
colocan en por do Tissue Tek (Miles Ine. 1LL, E.U.) como adhesivo.

3. Se obtienen cortes de 8- 10um en Criostato mantenido a -30 °C.

4. Los cortes se transfieren a portaobjetos precubiertos con Histostik (Sci. Corp.., Westbury
N.Y.) y se dcjan secar a temperatura ambiente (T.A.) por 30 min,

5. Los cortes son fijados por 10 min a T.A.. en una solucién amortiguadora de Fosfatos (pH
7.2) que conuene ademais Sacarosa y Acido Picrico saturado*

6. Después de la fijacioén, las prepar

s s¢ lavan 3 veces con una solucién de Fosfatos-Salina
(PBS) pH 7.4, por s mm cada vez.

7. Las preparaciones se tratan por 20 min. con una solucién de Tritén X-100 al 2% en PBS.

8. Lavar 2X con PBS a T.A. por S min cada vez.

9. Las preparaciones as{ tratadas se bloquean con Suero normal de cabra al 2%, preparado en
PBS, durante 30 min a T.A..

10. Se retira el exceso de suero, y se aplica el 19 Anticuerpo a diferentes diluciones (1:100
1:200), preparado en PBS-suero de cabra 1%, incubar 14h a 4°C en cimara himeda.

11. Al finalizar la incubacién, se deja estabilizar 1as muestras a T.A. -Se descarta el 17
anticuerpo y se lavan por 30 min ¢n PBS.

12. Se incuba con el 2° anticuerpo (1:400) por 60 min. a T.A..

13. Lavar con PBS por 10 min.

14. Las muestras se ponen a reaccionar con el complejo Avidina-Biotina (ABC-Elite kit, Vector
Labs. CA, E.U.) por 60 min.

15. Lavar 2 veces con PBS por 5 min cada vez.

16. Las muestras se incuban con ¢l reactivo DAB (Diaminobencidina + peroxido de
hidrégeno)** por 10 min.

17. Las muestras s¢ lavan con una solucién 100mM de Tris-HCI pH 7.6, dos veces por § min.

18. Las preparaciones se dejan secar a T.A., se agrega una gota de Glicerol y se coloca un
cubreobjetos - se observan al microscopio.

REACTIVOS

Fijador* Solucién amortiguadora de Fosfatos 100mM, pH 7.2 /10% Sacarosa (p/v) 15%
Acido Picrico saturado (v/v).

Anticuerpos 1¢ Anticuerpo anti-RA (PA1-110: Affinity BioReagenis NJ. E.U.)
1# Anticuerpo anti-RP (MA1-310: Affinity BioReagents NJ, E.U.)

1 Anticucrpo anti-RA (AR-52; cortesfa Dr.FS French, Univ. Carolina del
Norte).

2° Anticuerpo, 1gGs (H + L) Biotiniladas anti-conejo, generadas en cabra (Vector
Labs., Burlingame CA).

DAB** Disolver 75mg Je 3.3'Di inob
en 100 ml de Tris-HCl 100mM.
agregar 7-8 ul de H,0, al 30%.

idina (Sigma Chemical Co., St. Louis MO)
pH 7.4 [filtrar en papel Whatman N°®t] y
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