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RESUMEN 

Este ttabajo resume algunas evidencias experimentales que permiten apoyar la idea de 

que los esteroides ejercen efectos directos sobre la actividad biosintética y \a esrructura 

de ta glándula Harderiana (GH). Mediante estudios de saturación al equilibrio, análisis 

inmunohistoquimico y reemplazo hormonal. se estableció la presencia y propiedades 

fisicoqutmicas de receptores inuacelulares para hormonas cstcroides en tejidos de ".'arias 

especies, haciendo un mayor énfasis en la glándula del há.mster sirio. Los resultados de 

cinética de unión, usando dimetilnortestosterona-{3H). estradiol-(3H). ORG2058-{3H] y 

dexametaSona ['H] como ligandos, demostraron la existencia de receptores cspecificos 

para andrógenos (RA). estrógenos (RE). progcstágenos (RP) y glucoconicoides (RG) 

respectivamente. Los receptores identificados mostraron caracteristicas de atta afinidad 

(Kds= 0.3-2.0 XlO .. M). baja capacidad <B-= 40-120 fmol/mgP). velocidad de 

scdimentaeión (7-9S) y espccifidad. similares a los reportados en otros órganos. Se 

encontró que el RA es el que se expresa en mayor abundancia en 1a GH de prácticamente 

todas las especies examinadas. En el hámster este exhibe una localización 

preferentemente nuclear y su distribución no se modifica por la gonadcctomia. Se repona 

además que la formación de Sa:-dihidrotestosterona a nivel glandular es determinante para 

la mediación de actividad androgénica. Otros hallazgos importantes fueron: que en 

roedores 1a GH esta desprovista de receptores funcionales de progcsterona. mientras que 

en aves. los estrógenos no modifican los niveles basales de RP intraglandularcs. Los 

datos aqu( presentados indican que las hormonas csteroidcs modulan la actividad de 1a 

GH a través de su interacción con receptores intracelulares especlficos y aponan 

evidencia para considerar a \a glándula Harderiana de los vertebrados como un órgano 

blanco para csteroides. 
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U. INTRODUCCION 

La glándula Harderiana (GH) es una estructura tubuloalveolar localizada dentro de la 

órbita oc:ular de la mayoría de vertebrados que poseen membrana nictitante (Paule. 

19S7). Esta glándula se describió originalmente en el ciervo en 1694 (Harder)•. A 

c:11ccpción de los peces. la GH se encuentra en anfibios. reptiles. aves. y mamíferos 

aunque parece estar ausente en quiróptcl'os. carnívoros y primates (Tabla 1. Anexo). Al 

respecto se ha mencionado que en anuopoides la GH es rudimentaria y que en el humano 

existe en forma vestigial (en fetos de 11 a 30 semanas) como una estructura embrionaria 

transitoria (Lowcntal. 1910; Kennedy._ 1970). Las funciones atribuidas a esta glándula 

son múltiples y variadas. Se piensa que sirve primordialmente para lubricar y humedecer 

la cornea y la nasofaringe. Se le considera además como un órgano productor de saliva. 

feromonas. melatonina e inmunoglobulinas y como un fototransductor en un sistema 

formado por el eje retina-pinea1-gónada. No obstante su amplia distribución filogenética 

y el número de funciones en las que parece estar involucrada la GH. se sabe 

relativamente poco de los factores y mecanismos que intervienen en su regulación. La 

información acumulada ha permitido establecer que las hormonas esteroides desempeñan 

un papel relevante en el control endocrino de este órgano. Se tiene evidencia que los 

estrógenos. andrógenos. progestágenos y glucoconicoides pueden afectar tanto su 

estructura como su actividad secretora (Woolley y Worley. 1954; Wetterberg et al.. 

1970c: Hoffman. 1971: Payne et al., 1977: Shirama et al .• 1981; Gupta y Maiti, 1983). 

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

glandular. a través de mecanismos de retroalimentación y que por lo tanto son las 

concentraciones de gonadotrofinas y otras hormonas hipofisiarias las que mantienen su 

función normal (Hoffman. 1971: Clabough y Norvell. 1973). A fin de determinar si Jos 

esteroides ejercen un efecto directo sobre este tejido. en el presente estudio se investigó 

la presencia de receptores específicos en la GH de varias especies. Los resultados aquí 

presentados apoyan la idea que las hormonas esteroides regulan la actividad de la GH 

mediante su interacción con receptores intracelulares espec(ficos. 

• Ver Fig. 1 (Anexo) 
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111. ANTECEDENTES 

1.- La Glándula Harderiana de los Vertebrados 

Localización y l\1orfología. La GH forma una estructura unitaria. la cual está adherida 

firmemente a la parte medial de cada órbita ocular y su dueto desemboca a la superficie 

del tercer párpado. Esta no ha sido descrita ni en peces ni en anfibios Urodelos. pero está 

presente en formas acuáticas secundarias como cocodrilos y cetáceos (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 Ja única glándula orbital. mide alrededor de 2.5 mm 

y tiene una forma ovoide (Chicft'i et al .• 1992). El volumen de la GH en los reptiles es 

variable. en la mayoría de las especies examinadas hasta ahora es relativamente grande 

y en algunos casos llega a cubrir por completo la superficie posterior del ojo (Bellairs 

y Boyd. 1947). En contraparte. las serpientes acuáticas exhiben GHs poco desarrolladas 

(Chieffi et al .• 1992). De acuerdo a Burns (1978), la morfolog(a de la GH en las aves 

es muy similar en las diferentes espc.cies y muestra solo ligeras variaciones. Su forma 

se asemeja a la de un calzador y presenta una hendidura en la porción central que la 

divide por lo largo. en dos lóbulos indistingt=ibles uno del otro. La anatomía 

macroscópica de la GH de los mamíferos es muy variable. En roedores y lagomorfos está 

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 lóbulo superior (pequcfto) 

y uno inferior (grande). Recientemente. Payne (1994) ha descrito en detaile la posición 

de la glándula en éste grupo (ver tambi~n Sakai, 1981 y 1992). 

Organización Histológica. En los vertebrados. Ja GH puede ser tubular o tubuloalveolar 

compuesta. En muchas especies es de apariencia homogénea de tal manera que no se 

reconocen regiones especializadas. Normalmente. los túbulos glandulares están rodeados 

por una red de células mioepitcliales y tejido intersticial. el cual puede contener algo de 

tejido linfoide. 

Epitelio secretor. Las características del epitelio Harderiano difieren de especie a especie 

(Paule. 1957: Sakai. 1981: Burns. 1978). En los anfibios. los acinos glandulares están 

rodeados por células mioepiteliales y contienen un solo tipo de células columnares. las 
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cuales muestran una considerable variación en talla (DiMatco et al.. 1989). A nivel 

ultraestructural. las úlulas son piramidales o columnares. con gránulos secretorios 

usualmente concentrados en el ápice. Además. las células glandulares se caracterizan por 

la presencia de un retículo endoplásmico rugoso bien desarrollado (Chieffi et al., 1991) 

y su secreción es básicamente merocrina o apocrina (Chicffi et al .• 1992). En la mayoría 

de los reptiles estudiados. la GH presenta. caracteristicas histológicas similares. Por 

ejemplo. en la uxtuga Testudo graeca. ésta consiste de tubulos de gran lumen. 

recubienos de epitelio cuboidal simple; en éste grupo. el modo de secreción es 

principalmente merocrino (Chiefti et 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 ~lulas secretoras que conforman los túbulos y acinos (Burns. 1978). Las tipo 

1 (Ga1lo) .. se componen de una sola clase de células epiteliales y contienen gran cantidad 

de <%lulas plasmáticas en el intcrsr.icio (Bang y Bang. 1968). Las GHs tipo 11 (Pato). 

contienen dos tipos de <%lulas en el revestimiento epitelial y una población de ~lulas 

plasmáticas mucho menor (Ballantyne y Fourman. 1967). l...a.s tipo lll (Cuervo). se 

consideran glAndulas mixtas ya que tienen dos tipos de lóbulos. uno de los cuales es 

tubular compuesto y el otro. el tubuloa.lveolar compuesto contiene células plasmáticas 

(Burns. 1978). En los mamíferos se han descrito una gran variedad de tipos celulares 

y organelos subcelulares (Sakai .. 1981. 1992; Payne. 1994). El número de células 

epiteliales dentro de una glándula varia de 1 a 3. e invariablemente existen 

especializaciones intracelulares que hacen. que en cada especie. la GH sea diferente. Así. 

se han idenr.ificado hasta tres formas distintas de células secretoras (r.ipos l. 11 y 111) en 

el ratón Australiano Psl!udomis australis (Johnston et al ... 1985). En los gerbos M~rionl!s 

meridianus y M. unguiculatus. et epitelio secretor está conformado exclusivamente por 

células tipo 1 (Sakai y Yohro. 1981: Johnston et al .. 1983). mientras que en conejo. ratón 

y rata albina (Shirama y Hokano. 1992). éste se conforma de 2 tipos celulares (A y B). 

Las GHs del del fin Tursiops truncatus y del hámstcr Sido Mesocricetus auratus. son 

únicas enue los mamíferos debido a que presentan un marcado dimorfismo sexual: en 

ambas especies Ja glándula femenina posee únicamente células tipo J. mientras que en los 

machos contiene dos tipos de células secretoras (Hoffman. 1971: Bodyak y Stepanova. 

1994). En la otra especie en la que se han encontrado diferencias asociadas al género. 
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la glándula femenina es la que contiene dos tipos celulares distintos (Minucci et al .• 

1989). En el hámster Sirio. los alvéolos harderianos están forrados por una capa simple 

de células epiteliales. Estas son células de forma piramidal con núcleos de localización 

basal que presentan dos o mas nucléolos. En la hembra. la GH está conformada por 

células que contienen numerosas vacuolas lipidlcas pequei\as y una gran cantidad de 

pigmentos café-rojizos. los cuales no se observan normalmente en el macho (Fig. 3). Las 

células tipo t. presentan además numerosas mitocondrias y un citoplasma rico en ret(culo 

endoplásmico rugoso (Woolley y Worley. 1954; Hoffman 1971; Bucana y 

Nadakavukaren. 1973). 

Las ctlulas tipo 11 (exclusivas del macho) contienen relativamente pocos organelos debido 

a que su citoplasma esta dominado por vacuolas lip(dicas grandes; éstas vacuolas son 

muy prominentes en la región apical y parecen fusionarse al lumen (Fig. 3). A nivel 

uluaestructural se ha observado la presencia de racimos de túbulos cilindricos 

distribuidos al azar en todo el citoplasma. En el macho. aproximadamente un tercio de 

las células alveolares son de tipo 11 (Bucana y Nadakavukarcn. 1972; Paync et al .• 1977; 

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

En esta especie. las caracter(sticas de la glándula pueden ser revenidas mediante la 

orquidectom(a y/o reemplazo hormonal (McMasters y Hoffman. 1984). En el macho por 

ejemplo. la castración produce la desaparición gradual de las células tipo 11 y la 

acumulación de pigmentos intraglandulares (Hoffman. 1971; Payne et al .• 1977). Se ha 

sugerido que las células tipo 11 se diferencian a partir de las tipo 1 por acción de los 

andrógenos (Rodrlguez-Colunga d al •• 1993). 

Células mioeplteliales 

En la GH de prácticamente todas las especies estudiadas se ha documentado la presencia 

de células mioepiteliales. Éstas se encuentran interpuestas entre la superficie basal de las 

células epiteliales y la membrana basal que rcxiea a los túbulos. Se distinguen por 

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

distribución de sus mitocondrias hacia la región perinuclear (Strum y Shear. 1982). Se 

ha sugerido que la función primaria de estas células sería la expulsar o expeler tos 

productos de secreción (Payne. 1994). 
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Embliolasfa 
En la literatura. los datos sobre éste tema son escasos y Ja información disponible se 

limita cJlclusivamcnte al desarrotlo embrionario de la GH de anfibios. En éste grupo. Ja 

glándula se desarrolla a panir del epitelio conjuntiva] en estadfos premetamorficos 

tardíos. En Rana esculenta y lhefo vin"dis. el blastema glandular es formado a panir de 

un racimo de células. las cuales se organizan mas tarde en un acino circular (OiMatco 

n al •• 1989). El primordio de la glándula en Ranajaponica es detectable dena-o de Ja 

órbita en etapas premetamórficas tardías (39-40). o bien en la etapa 42 del desarrollo 

como es el caso de Blf{o bufo. En el Xenopus lae-vis por el contrario. la GH no aparece 

sino hasta el estadio 62 cuando sus tentáculos se han reabsorbido (Shirama n al .• 1982). 

En los reptiles. las aves y los mamíferos. el origen y el desarrollo embrionario de la 

gl~ndula se desconcx:en por completo. Payne y cols. ( 1992) consideran que por analogía 

es permisible admitir que en los mamíferos. la GH es de origen ectodérmico. 

hwrv-=ión 

En la glándula del conejo y en Ja de otras especies se han encontrado fibras nerviosas 

autónomas. En los especímenes examinados. los alvéolos glandulares parecen recibir 

inervación coli~rgica con terminaciones nerviosas. ya sea dentro (conejo y hámstcr) o 

cerca de la lamina basal (rata. ratóny gerbo) de las ~lulas secretoras. En el hámstcr. se 

han encontrado terminaciones nerviosas asociadas a células mioepitcJiales. células 

secretoras y vasos sanguíneos (Bucana y Nadakavukaren. 1972). En la rata. las fibras 

coli~rgicas derivan del ganglio pterigiopaJatino y el nervio zigomático. el cual. inerva 

también a las glándulas lagrimales (HuhtaJa n al .• 19n). También se ha registrado la 

contribución de fibras del ganglio pterigiopalatino a la glándula del pichón y el ganso. 

al respecto Fourman y Ballantyne (1967}. sugirieron que la inervación colinérgica en el 

pato podría regular el flujo sanguíneo y por lo tanto su actividad secretora. 

En la GH del hámster. rata. ratón y conejo en adición a Ja colinérgica se ha observado 

inervación adrcnérgica y peptidérgica (Shirama y Hokano.1992). Tsukahara y Jacobowitz 

(1987). encontraron reacción 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). 
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2. Productos de la alándula Harderlana 

La GH produce una variedad de secreciones. En términos histoquímicos. se considera 

que en anfibios su secreción es mucosa aunque también produce algo de lfpidos 

(Paute.1957). Se dice que en reptiles. como las culebras acuáticas. ésta es seromucoide 

o bien que produce una secreción oleosa como en la~nidos y cocodrilos (Kennedy. 

1970). En las aves es en su mayoría mucosa. pero también se ha observado algo de 

secreción lipídica. Los lípidos son el producto principal de la GH en los mamfferos y se 

cree que poseen propiedades bactericidas y lubricantes (Sakai, 1981; Olcese y Wesche, 

1989). En general las porfirinas. lípidos e indolaminas se consideran los productos 

principales de la glándula (Paync. 1994). 

Porflrinas 

Una de las características mas notables de Ja GH de algunos roedores. es su capacidad 

para sintetizar y almacenar gran cantidad de protoporfirinas. Este órgano contiene el 

sistema enzimático completo para sintetizar porfirinas de novo. a pan.ir de glicina y 

succinil CoA (Tomio y Grinstein. 1968). Las porfirinas se han encontrado en la GH de 

la mayoría de roedores examinados hasta ahora. no obstante su contenido muestra 

variaciones considerables entre las especies y a menudo. existen también diferencias 

asociadas al sexo del animal (tabla 2). Se ha observado que en la rata. el hámster y el 

ratón Ja glándula Harderiana fluorece bajo luz ultravioleta. debido a su alto contenido de 

pigmentos (Grafflin. 1942). En un estudio cuantitativo en el que se midió la cantidad de 

porfirina sintetiza.da por homogenados glandulares. se demostró una gran variación en 

la actividad enzimática. la cual correlacionó a su vez. con el grado de fluorescencia 

observada (Davidheiser y Figge. 1958). 

La aparición de porfirinas intraglandulares varía en las diferentes especies. En la rata por 

ejemplo. la acumulación es ya evidente en animales de dos semanas y coincide con la 

apenura del ojo {Wettcrberg et al .• 1970). mientras que en el hámster. ésta coincide con 

el inicio de Ja pubertad (Bucana. 1973). Entre los compuestos principales que se han 

identificado en la GH se encuentran. la protoporfirina IX. que representa del 85 
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Tabla 2. Contenido de portirinas en glándula 1-farderiana de roedores (nmol/g de tejido± O.E.) 

ESPECIE MACHO HEMBRA 

Pseudonrys 237±83 1932±772 
austra/is 

Meriones 89±35 213±69 
unguiculatu.s 

Apode mas 61±22 125±64 
sylvaricus 

Mesocricetus 42±9 3300±302 
aurarus 

Mus musculus 99±53 880±89 
C3H/HeJ 

Ratrus ranus• 45±8 36±5 

Neotomodon 1.0±0.3 1.0±0.5 
alsroni• 

+ .,. Modificado de: Spike et al.. 1992 
- VaJon:s expresados en ¡.¡g/100 mg de tejido ± O.E. 

al 963 del pigmemo total. coproporfirinas (3-15%) y otros que se encuentran en menor 

proporción como la uroporfirina (1 a 2%). y un derivado tricarboxílico o 

Harderoporfirina. exclusivo de Ja rata (Kennedy. 1970: Spike et al.. 1992). 

En preparaciones histológicas. los pigmentos son visibles como acres iones intraluminales 

solidas. solo cuando la cantidad de éstos es excesiva (ver Fig. 3). Mediante estudios in 

vítro. Thompson y cols. ( 1984) determinaron la actividad de 7 de las enzimas 

involucradas en Ja biosfntesis de la hemina y encontraron un marcado dimorfismo sexual 

en 5 de ellas. incluyendo la 5-aminolevulinato sintecasa. porfobilinogeno desaminasa. 

uroporfirin descarboxilasa. coproporfirinogeno oxidasa y porfirinogeno oxigenasa; en 

todos Jos casos. la actividad enzimática fue mayor en las hembras. Por el contrario. la 

actividad de la ferroquelatasa fue casi indetectable y mostró valores similares en la 

glándula de machos y hembras. Es por esto. que a diferencia de otros órganos 

porfirinogénicos como el hígado o la suprarrenal. la formación de hemina no se lleva a 

cabo en la GH y por lo tamo los pigmentos se acumulan en forma de protoporfirina IX. 
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Hasta ahora se conoce poco de los mecanismos que regulan la acumulación y secreción 

de porfirinas en la GH. Estudios ellperimentales han sugerido que los esreroides 

gonadales. particularmente los andrógenos ejercen un efecto represor sobre su síntesis 

(Payne n al .• 1977.1979; Vilchis y Pérez-Palacios. 1989). Por otro lado. mucho se ha 

cuestionado acerca de la función que podrían desempeñar estos pigmentos glandulares. 

Algunos autores Jcs han asignado un papel fototran.sductor por su propiedad de absorber 

la luz ulb"avioleta y cambiarla aJ rojo visible {Wetterberg. 1971). Otros como Thiessen 

(1980), sostienen que los pigmentos esparcidos durante el acicalamiento. obscurecen el 

pelaje e incrementan la absorción de Ja radiación solar. elevando así Ja remperatura 

corporal; esto cs. cumplen una función tcrmorreguladora. Se ha sugerido además, que 

&ras sccrccioncs podr(an actuar como un filtro ocular. protegiendo las células 

inmunocompctentes. las cuales son afectadas adversamente por los rayos UV (Payne. 

1994). 

Upidos 

Una de las funciones adscritas a ésta glándula es la secreción de una substancia oleosa. 

la cual facilitaría el movimienro del parpado (Kennedy. 197.0). Los lfpidos son productos 

característicos de la GH en mamíferos. aunque también se han encontrado en aves y 

anfibios. pero no en reptiles. En los primeros. constituyen entre el 26 y el 35 3 del peso 

seco glandular. En muchas especies. Jos Jfpidos se almacenan en las células epiteliales 

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

exócrina en donde los Jipidos son secretados mayoritariamenre por exocitosis (Payne. 

1994). Este tejido contiene el complejo enzimático relacionado con la síntesis de lfpidos, 

la acil-CoA ligasa. aciltransferasa y acetil-CoA carboxilasa son ejemplos de enzimas 

extensamenre esrudiadas en la GH (Seyama et al .. 1992). 

El 1-alkil-2.3-diacil-glicerol ha sido identificado como el compuesto principal secretado 

por la GH de cobayo. ratón y gerbo (Lin y Nadakavukaren. 1981). mientras en la rata 

las ceras esterificadas son el producto glandular predominante. Adicionalmente. la Gl-I 

contiene varios tipos de lipidos neutros como mono-. di- y triacilglicerol y colesterol. los 

cuales se cree no son secretados; también fosfolipidos como Ja fosfatidilcolina y la 

fosfatidiletanolamina. esfingomielina y algunos cerebrosidos (Seyama et al.. 1992). 
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Los lipidos excretados por la GH actúan 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 biológicamente activos como por ejemplo. ciertos 

factores de crecimiento (Yokohama et al . • 1989). Se ha especulado que en gerbos. los 

Upidos glandulares podrían desempeñar un papel termorregulador (Thiessen. 1992). En 

los topos ciegos Spalax ehrenbergi. se ha reportado que las descargas de la glándula 

sirven como atenuantes de la agresividad extrema. típica. de éstos roedores subterráneos 

(Shanas y Terket. 1995). En el sapo Biefo viridis. la GH de la hembra contiene 

numerosas vacuo las 1 ipfdicas; basados en este hallazgo M inucci y col s. ( 1989) sugirieron 

que tales Upidos podrían tener una función feromonal. ya que modifican el 

componamiento sexual del macho. 

Al igual que las porfirinas e indolaminas. la síntesis y el contenido de Upidos glandulares 

parecen estar bajo control endócrino. En la rara. los andrógenos y la hormona de 

crecimiento ejercen un marcado efecto sebottópic.o (Ebling et al .• 1975). En el hámster 

dorado. el patron de ácidos grasos glandulares presenta un marcado dimorfismo sexual 

(Lin y Nadakavukaren, 1981). 

lndolaminas 

De acuerdo a Payne (1994). la producción de indolaminas es una caracterfstica que la GH 

comparte con la pincal y la retina. Esto ha nevado a sugerir que podrfa estar involucrada 

con mecanismos de fotorrecepción y fototransducción (Wetterberg et al.. 1970; Bubenik 

et al .• 1978). Aunque en Ja actualidad no esta compJeramenu: 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 formación de N-acetilserotonina y melatonina. Asf. la actividad de N

acetiltransferasa (NAT) y de hidroxiindot-0-metiltransferasa (HIOMT) ha sido 

determinada en glándula de rata (Wetterberg et al .• 1970). hámster (Buzzell et al.. 1990) 

y gerbo (Menéndez-Pelaez y Buzz.ell, 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 Wunman. 1972). 

La idea de que la GH producía me1atonina. se vio reforzada por un estudio de Reiter y 
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cols. (1983) en donde se demuestra. que las concentraciones inuaglandulares de 

melatonina inmunorreactiva. se incrementan en animales pinealectomizados. Además. un 

número de estudios inmunohistoqufmicos han confirmado la presencia de melatonina en 

la GH de varias especies {Bubenik et al .• 1976: Meusy y Tillet. 1992). En mamíferos 

y reptiles por ejemplo. ésta se ha localizado preferencialmente en el citoplasma 

perinuclear de las <%lulas secretoras (Vivien-Roels et al .• 1981). 

Por otto lado. se ha observado que en el hámster sirio. tanto los niveles de melatonina. 

as( como el número de sitios de unión para [1 1"Jmelatonina. son mayores en la hembra 

que en et macho {Hoffman et al., 1985 : Menéndez-Pelaez et al .• 1993). Estos últimos 

autores han sugerido que la melatonina producida por la GH. podría tener un efecto 

autócrino o parácrino. afectando a su vez los niveles de porfirinas. 

3. Función de la aláodula Harderiaoa 

El hecho de que esta estructura se encuentre únicamente en los venebrados terrestres ha 

llevado a la aceptación casi generalizada de que la GH evolucionó en paralelo con la 

glándula lagrimal a fin de lubricar y humedecer la cornea y la nasofarfnge {Kenncdy. 

1970: Sakai. 1981: Payne. 1994). Sin embargo. su función parece ir mas allá de la 

simple lubricación ocular ya que su actividad guarda una estrecha relación con múltiples 

procesos fisiológicos (Olcese & Wesche. 1989). Así. se ha sugerido que la glándula 

podrfa funcionar como un órgano fotouansductor y/o fotoprotector siendo pane de un eje 

entre la retina-la pineal-y la gónada (Wctterberg et al .• J 970a.b; Wetterberg. 1974). La 

glándula parece estar también relacionada con mecanismos inmunológicos locales (Burns. 

1978.1992). y con la formación de feromonas (Payne et al .• 1977; Payne. 1979) y otras 

sustancias atenuantes de agresividad (Shanas & Terkel. 1995). Se ha especulado además 

que poclrfa ser una fuente importante de factores de crecimiento (Yokohama et al .. 1989). 

de Hpidos termorreguladores {Thiessen. 1980) y de saliva (Payne. 1994). El papel 

mediador de la GH en la función reproductiva (Reiter & Klein. 1971). el balance hfdrico 

(Kennedy. 1970) y la osmorregulación (Thiessen. 1992). también ha sido planteado. 
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4. Honnonas y glándula llarderiana 

No obstante que en los últimos años se han acumulado numerosas evidencias que 

sugieren la participación de diversas hormonas en el control de la glándula Harderiana. 

aun existe gran controversia respecto a los factores endócrinos y mecanismos 

involucrados en su regulación. La información disponible indica que las hormonas de 

origen tiroideo. hipofisiario y gonadal pueden alterar la morfologfa y la actividad 

secretora de la glándula. 

En 1953. Christensen y Dam. reponaron que la GH del hámster exhibia un marcado 

dimorfismo sexual en términos de pigmentación. Posteriormente Woolley y Worlcy 

(1954) extendieron estas observaciones y demostraron que las glándulas del macho 

castrado. presentaban caracter{sticas similares a las encontradas en la hembra. En ese 

estudio los autores mostraron además que las hembras tratadas con compuestos 

"androgénicos" desarrollaban glándulas tipo macho. Tales observaciones fueron 

confirmadas por Hoffman (1971) y Paync y cols. (1977). asr como por Lin y 

Nadakavukaren ( 1979) quienes demostraron cambios a nivel ultraestrUctural. 

En 1954 Boas y Bates examinaron el papel de la hipófisis 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 la atrofia glandular. mientras que la 

adrenalectomia y/o la castración no alteraban significativamente ni el peso ni la 

composición de la glándula. En un repone similar. Lorincz y Lancastcr (1957) 

informaron que la administración de una preparación ·sebotrópica" (en combinación con 

progesterona. somatotropina o bien con •tirotropina") a rataS hipofisectomizadas y 

castradas no inducía cambios significativos en el peso de la GH. pero si en otros tejidos 

como la glándula prepucial y sebácea. 

En un estudio cuantitativo en el que se comparó la producción de porfirinas en hígado 

y GH de ratas hipofisectomizadas Figge y Davidheiser (1960) concluyen que la hipÓfisis 

prácticamente no tiene influencia sobre esta actividad glandular. Sin embargo. en reportes 
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subsecuentes estos hallazgos no pudieron ser reconfirmados del todo. Asf. Ebling y cols. 

(1975a). observaron que la hipofisectomfa. pero no la castración. alteraba 

considerablemente el peso glandular de la rata. También observaron que la 

administración simultánea de hormona de crecimiento + testosterona (T). o bien de 

hormona estimulante de los melanocitos + T. a animales hipofisectomizados y castrados 

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

En 1973. Brook.sbank y cols. reportaron la retención selectiva de la delta-16-

androstadienona-["H) por la GH de ratas castradas. se observó que la acumulación de esta 

feromona era inclusive mayor que en la hipófisis. próstata o glándula prepucial. Asi 

mismo mediante estudios autoradiográficos se ha demostrado la captación de estradiol 

radiactivo en acinos glandulares de armadillo (Weaker et al .• 1983). 

En 1972 Winand y Kohn demostraron la unión específica de tirotropina tritiada [3H-TSH) 

a preparaciones membrana.les de GH de cobayo. Posteriormente se demostró que las 

hormonas tiroideas eran capaces de modificar tanto el peso como las características 

morfológicas de la glándula del hámster (Hoffman eral .• 1979a,b). 

Por otro lado Wetterberg y cols. (1970c). informaron que en raras recién nacidas. la 

administración de tiroxina adelantaba la aparición de porfirinas en la glándula. mientras 

que el tratamiento con cortisol producia un efecto opuesto. Estos mismos autores 

informaron que en la rata adulta~ la ovariectomfa provoca una disminución significativa 

del contenido de porfirinas y que la administración de estradiol. propionato de 

testosterona o progesterona a ratas ovariectomizadas no modifica la concentración de 

pigmentos intraglandulares (Ulrich et al .• 1974). 

Al respecto. se ha visto que el tratamiento prolongado con progestinas sintéticas no 

induce alteraciones visibles en la glándula de la rata (Maiti y Sahu. 1981). Otros 

informes indican que la progesterona natural tampoco modifica las concentraciones de 

pigmentos en la rata ovariectomi7..ada pero si en el ratón ovariectomizado y 

adrenalectomizado (Shirama et al .• 1981. 1987). 

15 



Además. se ha observado que en las hembras el contenido intraglandular de porfirinas 

varía considerablemente a lo largo del ciclo estral (Shirama et al .• 1981) y que su nivel 

máximo se alcanza durante el estro y en la gestación (Payne et al .• 1979). 

En Jos machos. la castración induce cambios no solo morfológicas sino también a nivel 

metabólico y ul traestructural. Se ha visto por ejemplo que la castración incrementa las 

concentraciones intraglandulares de melatonina (Hoffman et al.. 1985). somatostatina 

inmunorreactiva (Puig-Domingo et al.. 1988) y protoporfirinas (Payne et al.. 1977: 

Shirama et al.. 1981. 1987). Incrementa además el numero de sitios de unión para 

dihidropiridinas (Kumar et al .• 1992). receptores 6-adrenérgicos (Pangerl et aL. 1989) 

y melatonina (Menéndez-Pelaez et al .. 1993). 

De igual forma se han informado un número de características dimórficas asociadas al 

género que incluyen; diferencias en el patrón de secreción (Feria-Velasco et al .• 1983) 

en el número de células cebadas (Payne et al.. 1982: Menéndez-Pelaez et 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 Janes. 1981). Hpídos 

(Lin y Nadakavukaren. 1981) y proteínas (Hoh et al .• 1984) así como en la actividad de 

varias enzimas glandulares (Thompson et al.. 1984: Menéndez-Pelaez et al.. 1988; 

Buzzell et al .• 1990). 

Adicionalmente se ha informado que la remoción de la GH o hardcrianectomfa causa 

agrandamiento del útero (Reiter y Klein. 1971). reduce la concentración de melatonina 

intrapineal (Panke et a/ .. 1979) y modifica los niveles circulantes de tiroxina y 

triiodotironina (Hoffman et al. .1989a.b). 
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.5. Mecanlslno de acción de las bonnonas estcroides 

Una vez sintetizadas por los órganos esteroidogénicos. tas hormonas esteroides son 

transponadas a los tejidos blanco por globu1inas acarreadoras. y debido a sus propiedades 

lipotllicas pueden atravesar la bicapa lipídica de ta membrana celular (Yamamoto.1995). 

Las hormonas esteroides (andrógenos. estrógenos. progestágenos. glucocorticoides y 

mineralocnicoides). son considerados como una clase de mensajeros intracelulares que 

regulan numerosas respuestas fisiológicas (crecimiento. diferenciación celular). por 

interaccionar con receptores intracelulares de alta afinidad. La formación del complejo 

hormona-receptor (Fig.4). representa el paso inicial en ta acción de los estcroides 

(Evans. 1988; Truss y Beato. 1993). 

La unión del receptor con su ligando .. provoca la disociación de proteínas de choque 

térmico (hcat shock proteins) e induce cambios conformacionates en el receptor que 

facilitan et transporte nuclear (translocación). ta formación de heterodimeros 

(dimcri:z.aci.ón). y ta interacción con segmentos del ADN. dando como resultado la 

regulación génica (Truss y Beato. 1993; Mangelsdorf et al .• 1995). 

, ...... =, 

-~ 

Figura 4 
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Los receptores para glucocorticoides. estrógenos. progestinas. andrógenos y 

mineralocorticoides. pertenecen a una familia de protelnas que se unen al ADN y que 

incluye también a los receptores para hormonas tiroideas. vitamina D y ácido retinoico 

(Lubahn et al .• 1989: French et al .• 1990). 

En términos generales. los receptores de hormonas esteroides (RHEs) son proteínas 

nucleares que funcionan a manera de factores de transcripción ligando-dependientes. Los 

RHEs. activan o inducen la transcripción de genes mediante su unión a secuencias 

especificas del ADN conocidas como elementos de respuesta hormonal (HRE por sus 

siglas en Inglés) o ERH (Marschke et al., 1995). 

Los RHEs tienen una estructura modular. definida por sus dominios funcionales (Green 

y Chambon. 1987). Un dominio de unión al ADN (DUA). el cual es similar en todos los 

miembros de ésta subfamilia de transactivadores (Fig 5). se localiza en la región central 

y está compuesto por dos dedos de zinc. que son hélices coordinadas mediante cuatro 

cistéinas a un átomo de zinc (Marschke et al .• 1995). La variación en los aminoácidos, 

dentro del DUA determina la especificidad por los ERH, en particular dos aminoácidos 

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 et al., 1995). Los 

ERH. son secuencias palindrómicas de 15 bases (5'-A/GGNACAnnnTGTNCT-3'), 

dispuestas en dos sitios medios de 6 pares de bases que se unen por un espaciador de 3 

pares de bases (Marschke et al., 1995). 

La porción carboxilo-terminal del receptor. abarca el dominio de unión al esteroide 

(DUE), el cual posee la propiedad esencial de reconocimiento del ligando. y asegura la 

especificidad y selectividad de la respuesta fisiológica. El DUE se considera como el 

"switch• molecular. que. después de la unión de la hormona, transforma al receptor a 

un estado activo. Mediante estudios de mutagénesis, se ha podido establecer que los sitios 

involucrados en la dimerización de los receptores. se localizan tanto en el DUA como 

en el DUE (Simental et al., 1991). El dominio amino-terminal (A). es la región mas 

grande de los RHEs codificada por un solo exón. Su secuencia es la menos conservada 

entre los diferentes receptores y es la mas variable en talla (Fig 5). Esta región parece 

contribuir a la estructura tridimensional del receptor, a través de su interacción con otras 

regiones de la proteína. 
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DOMINIO N·TERMINAL ADN ESTEROIOE 

NH2 -l 8í5"!@ff#t- COOH 
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1 1 ,. l·· l·· I 52 1777 hRG(S) 

FI....-. S. Representación esqucmarica de la esrrucrura de los rec:eplOrcs a hormonas esteroides. En Ja pane 
superior se presentan los principales dominios funciona.les del receptor: Ja región amino-terminal y los 
dominios de unión aJ ADN y aJ csteroide. Los e:llones que codifican para cada segmemo csran indicados 
por las letras A·H. Los m1meros dentro de los rectangulos. muestran Ja homologfa de secuencia (ot..a.) que 
elliste en los diíercmes dominios. cuando se comparan con Jos del receptor de andrógenos (- 100%). Emre 
~ntesis esta indicado el cromosoma (humano) en donde se localiza el gen de cada receptor. Los números 
de Ja derecha, indican los residuos de amino.acidos que conforman cada proteln.a. según Jo rcponado 
originalmenle: hRA. reccpror de andrógenos (Lubaho et al .• 1988): hRP. receptor de progesterooa 
(Misrahi e1 al .• 1987) : hR.."9. receptor dC' mineraJoconkoidcs (Arriza el aJ •• 1987): hRE. receptor de 
estrógenos (Green el al •• t 986): hRG. receptor de glucocorticoidcs (Hollcnberg eral .• 1985). 
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En la región amino terminal del receptor se han detectado al menos dos regiones 

esenciales para la activación transcripcional. En algunos receptores se ha identificado 

además. un dominio en el ex.tremo 5• del exón 4 que exhibe una baja homología de 

secuencia. Por su localización entre el DUA y el DUE se le conoce como región bisagra 

(Hinge región). Este dominio contiene una secuencia bipartita. compuesta por varios 

residuos de aminoacidos básicos (Arg-Lys-Lys-Leu-Lys) que le confieren las propiedades 

de un signo o señal de localización nuclear (Silver. 1991: Nigg et al .• 1991). Estudios 

inmunohistoquimicos y de mutagénesis dirigida. han sugerido que éste dominio media la 

transferencia del receptor. del citoplasma hacia su sitio de acción en el núcleo (Picard 

y Yamamoto. 1987: Guiochon et al .• 1989; Simental et al .• 1991). En tOOos los casos. 

la present!ia del esteroide es requerida para la activación. fosforilación y el impone 

nuclear del receptor. Así mismo. los receptores de esteroides presentan mecanismos de 

regulación autólogos (Truss y Beato. 1993; Mangelsdorf et al .• 1995). 

Receptor de Andrósenos (R.A). La testosterona (4-androsten.176-hidroxi-3-ona; T) y 

la 5or-dihidrotestostcrona (5or-androstan.176-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 localiu en la región q 11-13 

del cromosoma X (en el humano). abarcando entre 75 y 90 kilobases (kb) del ADN 

genómico (French et al .• 1990). El gen tiene un marco de lectura de 2757 pares de bases 

que codifican para una proteína de 919 aminoácidos (a.a.) y 98 227 Da en talla (Lubahn 

et al.. 1988.1989). EstrUcturalmente está conformado por 8 ex.ones (A-H). separados por 

inuones de hasta 26 kb (Quigley et al.. 1995). La identificación y clonación del ADN 

complementario (ADNc) del RA. ha permitido conocer su secuencia de aminoácidos y 

su estructura funcional. a la fecha. solo se conoce el ADNc de rata. ratón y humano 

(Lubahn et al .• 1988: Tan et al .• 1989). 

Receptor de estrógenos (RE). El estradiol-176 (1.3.5( IO)-cstratrien-3B, l 7B-diol) es el 

estrógeno biológicamente activo en la mayoría de las especies. y representa el ligando 

natural para el RE. El RE es una proteína monomérica de 66182 Da y 595 aminoacidos. 
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El gen del RE esta localizado en el cromosoma 6 y su estructura funcional comprende 

8 exones (Walter et al.. 1985). El RE es el de menor talla entre los RHEs por lo que 

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

Receptor de progesterona (RP) .. La progesterona (4-pregnen-3.20-diona). es el principal 

esteroide natural de origen ovárico que se une al RP. En el humano. el gen del RP se 

localiza en el cromosoma 11 y codifica para una proteína de 934 a.a. (Misrahi et al .. 

1987). El RP es el único 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-Jurica et al.. 1990). Se ha 

mostrado que ambas proteínas (A y B). son sintetizadas a partir del mismo ARN 

mensajero. el cual contiene dos cO<iones de iniciación (AUG) alternos (Conneely et al.. 

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

et al .• 1988). 

Receptor de glucocorticoides (RG).. A partir de ensayos experimentales clásicos. los 

corticoesteroides fueron clasificados. como glucocorticoides: por su efecto sobre la 

captación de glucógeno hepático y como mineralocorticoides. por su efecto sobre la 

regulación de electrólitos renales (Arriza et al .• 1987). El cortisol ó hidrocortisona (4-

pregnen-11 B.17íl.2 l-triol-3.20-diona) es el ligando natural que el RG reconoce con mayor 

especificidad. El RG (humano). es una proteína de 777 a.a .• codificada por un gen del 

cromosoma S (Evans. 1988). Su ADNc fue el primero en ser clonado (Hollenberg et al .• 

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

Receptor de mincralocorticoides (Rl\.f). La aldosterona ( l lB.21-dihidroxi-4-pregnen

lSal-3.20-diona: ALD) es el esteroide adrenal con mayor actividad mineralocorticoide 

y representa el ligando natural del RM. Los efectos mas conocidos de la ALD. son la 

promoción de la retención de sodio por el riñan. y la regulación del balance hfdrico en 

el intestino. El gen del RM (humano) está localizado en el cromosoma 4 y codifica para 

una proteína de 984 aminoácidos con un peso molecular estimado en 107 kDa (Arriza 

et al .• 1987). 
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IV. OBJETIVO DEL ESTUDIO 

Está bien establecido que las hormonas esteroides regulan un gran número de actividades 

biológicas modulando la expresión génica. La habilidad para rcsPonder a los esteroides 

se ha atribuido exclusivamente a la presencia de receptores funcionales. Varias líneas de 

investigación han sei\alado que la glándula Harderiana es influenciada por estos 

compuestos. Por consiguiente la identificación de receptores específicos resulta de 

panicular relevancia para comprender parte de los mecanismos que intervienen en su 

regulación. 

En este trabajo se presentan los resultados de estudios de saturación al equilibrio. análisis 

inmunohistoquimico y reemplazo hormonal. realizados con el propósito de establecer la 

presencia de receptores para hormonas esteroides en la glándula Harderiana de los 

vcnebrados. Se presenta además el estudio de la Sa-esteroide reductasa en la glándula 

del hámster como una evidencia de regulación génica mediada por receptores. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales. Para este estudio se utilizaron tejidos obtenidos de especies representativas de 

los diferentes grupos de venebrados. 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 quirúrgico y/o farmacológico a fin de modificar su condición endócrina. En 

otros. se trabajó con especímenes disponibles sin tratamiento alguno. 

Material. Para el estudio de las características fisicoqufmicas de los diferentes 

receptores. se usaron esteroides naturales y sintéticos marcados con tritio y de alta 

actividad especifica. Dimetilnortestosterona ll7a-(metil-3 H))DMNT (mibolerona). a.e. 

1.15 TBq/mmol; 17R-estradiol t2,4,6.7-'Hl E,. a.e. 3.4 TBq/mmol; (6,7-'Hl ORG2058. 

a.e. 2.11 TBq/mmol; testosterona (1.2,6,7-'HJ T. a.e. 3.89 TBq/mmol; (6,7-'HJ 

dexametaSona. a.e. 1.84 TBq/mmol. se obtuvieron de Amersham Bucks (Reino Unido} 

o New England Nuclear (Boston. U.S.A). En la mayoría de los casos, los compuestos. 

reactivos y solventes utilizados fueron de grado analítico. Los esteroides no marcados se 

purificaron mediante recristaliza.ciones sucesivas en metanot. 

Aúllsls de unión 

En forma general: se analizaron las características de unión de los receptores de 

andrógenos. estrógenos. progestágenos y glucocorticoides en preparaciones subcelulares 

de glándula Harderiana de varias especies. Se realizaron estudios de saturación al 

equilibrio. incubando la fracción soluble celular con diferentes concentraciones de 

radiotigando (10-8 -10"'' M). en presencia o ausencia de compuestos no marcados. Los 

resultados se analizaron por el método de Eadie-Hofsstee o bien por el método Scatchard 

para obtener su constante de disociación (Kd) así como el número de sitios de unión o 

e_ (Zivin y Waud. 1982). 

La especificidad de unión para cada receptor se determinó mediante ensayos de 

competencia. incubando alícuotas de citosol con el radioligando a concentraciones 

saturantes. en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de compuestos no 

23 



marcados radiacüvamenie. En cada caso se probaron al menos seis esteroides de 

estructura química diferente y cuatro concentraciones de competidor ( 1-500 nmol/I). Los 

resultados se graficaron como el porcentaje de desplazamienlo específico (del esteroide 

[3H]) contra Ja concentración de competidor que se requiere para inhibir el 50% de Ja 

unión total {Liao et a/ .• 1973). 

Para determinar Ja velocidad de sedimentación de los receptores de esteroides se 

incubaron alícuotas de citosol con el correspondiente radioligando [3HJ-DMNT. [3HJ-E2 • 

[3H]-ORG2058. f3H}-dexametasona. a concentraciones saturantes (2-4 nmol/I). Los 

incubados se aplicaron sobre gradientes lineales de sacarosa 20-35 % y se centrifugaron 

a 370 OOOX g por 2-4 h a 4 11C. El coeficienre de sedimentación (S) de Jos complejos 

C'HJ-hormona-receptor se determinó. mediante el uso de marcadores externos corridos 

en paralelo (Kouvoncn et al.. 1978). 

Para determinar la lc>calizaclón celular del receptor de andrógenos (RA) se realiza.ron 

estudios inmunohisroquimicos usando secciones de tejidos congelados y anticuerpos 

policlonales anti-RA. Se examinaron preparaciones obtenidas de dos especies cuya 

glándula exhibe alta (hamster) y moderada (rata) sensibilidad hormonal. La visualización 

de los receptores se llevó a cabo medianre la inmunotinción del anticuerpo primario con 

el sistema avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain. Vector Labs .. U.S.A.). usando 

diaminobenzidina como cromógeno (Sar. 1985). 

La acrividad de la 5a-rcductasa se determinó por métodos estándar (Bruchovsky y 

Wilson. 1968). mediante la conversión de testosterona-(3HJ a Sa-dihidrotestosterona y 

otros metabolitos 5Q reducidos. La actividad enzimática se examinó en homogenados 

glandulares de hámsters adultos de ambos sexos. intactos o gonadectomizados y tratados 

con diferentes andrógenos. Los resultados se analizaron por el método de MichaeJis

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

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

de Resultados. 
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VI. RESULTADOS 
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ARSTKACT 

To invest1gate the participation ofintracellularsteroid 
horTTione rcceptors in thc se,ual transfonnation pro
cess of thc Hai-derian siand. a series of experiments 
were undertaken in adult golJcn hamsters. The in
"·uro labclling of cytosolic steroid-binding sitcs wnh 
appropriatc radioligands re"·eakd the pf"esencc of 
androgcn. ocstrogen and glueocorticoid but not pro
gcstin receptor~ 1n the glands from an1mals of both 
scxes. Thc androgen receptor of the fcmale g:land was 
further charactenzed becau'l>I: it \loas found to be the 
predominant intracdlul.tr stero1d receptor. Studies 
of binding kinetics us1ng ('HJ7a.17u-dimeth)l-17P
hydroxy-4-oestren-3-one ( Dl\t :-.O'T) as ligand. demon
strated a high affini1y andro¡;cn-binding site with an 
apparent dissociation constant (K.tl of0·7 nmol 1 and 
maximal saturation bindingcap.tcuy of84·0 = 3·0(s.o.) 
fmol,mg protein. Specificity of the androgen recep
tor 1o1r.as assessed by displacement analysis: D!\f:--IT, 

ISTROoL·cTIOS 

E"idence has becn accumul.1ted "-h1ch sugges1s that 
the !'oe:otual dimorphism of the Hardenan gland in the 
ge>lden hams1er is regulated b) honnones (Christcnsen 
&:. Dam. 1953: Hoffman. 19il; Mc:'li.fasters& HolTman. 
1984). The definiti1i.e cdlular p.Jttern of the gland 
i> settled during wcek ...¡ aflcr birth (Bucana & 
?'adakavukaren. 1973) and thcreafter ele.ar differ
enct$ bctw~en male and female Blands can be recog
nized: two fonns oí ah colar cclls (t)pc:S 1 and 11} being 
found normally in adult male glands. while the fema.le 
gland posscsses a single clas'i of cells (lype 1) and a 
high content of porph)nns (Hoffman. 1971; Payne. 
l\.tcGadey. J\.loore & Thompson. 1977). Furthcnnore. 
sc:"l.ual d1fferences in 1hc acu ... ily of sc1i.cral enzymes 
involved in porph)·rin b10!>) nthesis (Thompson. 
Hordo1i.atz1. l\.loore t!I al. 1984) as "-CU as in the 
concentration'i of in1raglandul.1r 1mmunorcacu1i.·e 
melalonin {Hoffman. John:.on & Re11cr. 1985) ha"e 

.:5u-dihydrotestosterone. testosterone and 3a-andros
tanediol were efficient competitors for the androgen
binding '>ite. while oestradiol- l 7p, progesterone and 
de,amethasone exhibited ,.-ery little, if any. competi
u1i.e potency. The sedimentat1on coefficient of the 
androgen receptor in sucrose density gradients was 
8-9 S. These data indicate that the physicochemical 
characteristics of the androgen receptor from the 
fcmale ¡?land are similar to those previously described 
in the male gland. The strikmg obsen:ation of a 
complete lack of oestrogen-inducible and oestrogen· 
insensit1ve progestin receptors in glands cytosol. even 
afu:r stimulation w1th cholera toxin. adds further sup
port to the concept that the androgen receptor is the 
key molecule medialing the honnone-induced sc11ual 
transfonnation of the Harderian gland in this species. 
Jo11rnul ~f Endocritwlogy ( 1989} 121, 149-1'6 

been documented. Differences in thc numbcr of mast 
cel15. in the gland (Payne. !\-lcGadey. Johnston t!"I al. 
193.:?) and in the conccn1ra1ions ofsome meials. hpids 
and non-enz)·me proteins have also bcen reported in 
thc hamster (Hotfman &:. Jones, 1981; Hoh. Lin & 
Nadakavukaren. 1984}. Various experimental studies 
ha1i.·e demonstrated that the Harderian gland is under 
gonadal and pineal regulation (Clabough & :-.;"on:ell. 
1973; !\lcl\.lasters & Hoffman. 1984; Hotfman ti al. 
1985). and the e:"l.is1ence of a retinal·pineal-Harderian 
gland-gonadal a"<is has also becn documented 
(\Vettei-berg. Gellcr & Yuwiler. 1970; \Vetterberg. 
Yuu·iler. Ulrich f'I al. 1970). In accordance with 
this proposal the gonadal sleroids are essential for 
the biological expression of sexual dimorphism of 
this inti-aorbital glandular structure. To invc-stigate 
"'hcthcr intracellul.Jr steroid recc-plors mediate the 
phcnotypic dc"·clopmcnt of the Harderian gland. we 
studicd s1eroid-rccep1or interactions in glands of 
i.onadcctomized adult animals. Further impetus for 

Jo .. ~,..,1 or c,.J.,c~'"""'~' j l<,IJIQ1 1::1. 1.:-.i- L ~"' o.{) I"""' Joum..,J or En..i~"o:nn<'l"J~ Ltd p .. ,,.uJ '" G~rat ª""~"' 
oo::--0·N~ 89 01:1--0I~~ SO: f..'t) O 
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this study was furnishcd by our prc,•ious dcmon
str.uion of a hish-allinil)'. low-capacity. s~cific 
8-9 S androgcn rcccplor in thc male Hardcrian gland 
(Vilchis. Hern3ndez. Pi:re.e &:. Pi:rc.i·Palacios. 1987}. 

'1ATERIALS A:'°'OD '.\IETllODS 

Chcmlcals 

Dimcthylnortcs1ostcronc (7a. l 7a-dimeth)'l-17P
h}drolly-4-ocstren-3-onc: DJ\.t:--:T}. Sa-dih)·drotcs
tostcronc ( l 7J3-hydro'\~ -Sa-androstan-3-one: DHT). 
Ju-androstancdiol (5a-androstane-Ja.17P·diol). 3P
androstancdiol ( 5a-androstane-3P-. l 7Jl-diol). andros
tenedione (4-andro:.tene-3.17-dione). ocstradiol· 17P 
f l .3.5C 10)-oestratrienc-3. I 7P-dioll. ORG .:?058 ( l6a
eth} 1-.:? 1-hydrolly-19-nor-4-pregnene-3 • .:?0-dionc) and 
dcllamethasonc (9u-fluoro- l6u-methyl- l IP.17a • .:?l-
1rihydrolly-l.4-prcgncd1ene-J • .:?O-dionc). werc ob
tained from Amersham lntcrnational ple CAmersham. 
Bucks. U.K.J. Steraloids Inc. (\Vihon. NH, U.S.A.) 
and Sigma Chcmical Co. \51 Louis. l\.10. U.S.A.). 
Non-radioacth.·c stcro1ds were purificd b)· crystal
lizations from mcthanol. [17a-meth)·l-JHJOMNT 
(3· IS TBq. mmol). [.:? • ..a.6.7-lH]ocstradiol (3·40 TBq/ 
mmoll. (6. 7-JHJORG .:?OSS < 1·67 TBq/mmolJ and [6,7-
·'H)dc'lamethasone ( 1 ·8-1 TBq1 mmolJ were purchascd 
írom Amersham lntemational ple and New England 
="'1uclear (Boston. l\.fA. U.S.A.). The radiochemical 
purity of the stcroids was "'enfied by paper or thin
h1yer chromatograph} as reported by Chá"'ez. Vilch1s. 
PCrez .-1 al. ( 1985). Cholera fOJUn from Vibrio chu/.-ra.
was ob1aincd from Sigma Chcmical Co. 

Anima Is 

Adulr female and male hamsters (.\h·socr1ct•1u.r 
aura11u). \.\Cighing 100-1.:?0 g. 14.:-rc maintained under 
a 1..a h light:IO h darkness C)cle. Water and food 
pelle1s wcrc ª"'ailable ad libilun1. Ali animals werc 
ovaricctomizcd or orchidectomized under ethcr 
anaesthesia 3-5 da)S befare e:o¡,periments. V.'hcn 
n:quircd they wcre adrenalcctom1zed and maintained 
'4ith 0·9'% (w '"') NaCI. 

Animals wcre killed b) dccapitation and thc tissucs 
immediatel) rcmO\Cd and placed on icc-cold buffer. 
All subscqucnt procedures "ere carncd out at -1 'C. 

Cytosol prepararions 

The Harderian slands. anterior pituitarics and uteri 
\4erc homogenized in TEDMG buffer: Tns-HCI 
(:!Ommol"I: pH 7·4) containing EDTA (l·Smmol/ 
f). dithiothrdtol (0·~5 mmol )). sodium molybdatc 
{IOmmol·I) and 10'% (v.\·) gl)ccrol. as dcscribed pre
\·iously tVilchis. Chá\cZ. PC-rcz .-r al. 19S6: "\'ilchis n 
t.1/. 1987). Tissue homogenate:. "'ere ccntr1fu¡¡il.!d at 

JOS OOOg for 1 h at 4 'C. The cytosol fractions werc 
obtained and uscd immcdiately. Protcin content of thc 
eytosol fractions was detcnnincd by the method of 
Bradford ( 1976). 

Blndlna; studlcs 

Aliquots of Harderian gland cytosol (0·1 mi) from 
o\.ariectomizcd h.imsters werc incubated with a 
range of concentrations of [1H]D:\tr-.'T dissolvcd 
in TEDMG buffer (O·I mi; final (1HJDMNT con
centrations. 0·1-IOOnmol,I) for 18h at :?-4.,C, 
Non-spccific binding was dctennined in parallel incu
bations containing a 100-fold exccss of unlabclled 
D'.\-fNT. Bound and free s1eroids were scparatcd by 
th.: addition of de:uran-co.iteJ charcoal suspcnsion 
(.:?SO mg norit-A (Pfanste1hl Chemical Co .• \\'aukcgan. 
IL. U.S.A.) and :?.5 mg dextran T-70 CPhannacia Fine 
Chemicals. Uppsala. Swcden) m 100 mi TED'.\-fG 
butfcr) and incuba1cd for 10 min at 4 ·e w11h con
tinuous :.hak1ng. as descnbcd prr:v1ously CCh.i\·cz .-r 
al. 1985). Following ccntrifugation at SOOg for 10 
min. aliquots of thc supern:uants wcrc assayed for 
radioacuvity. Rcsults \.\ere anal) sed by the method of 
Scatchard { 1949). 

Speclfidcy· of lhe Hudcrlan ehmd cy1osol f111JD'.\1NT 
bindln¡: 

Aliquots of Harderian gland C)'tosol (O· I mi) 
from o\·ariectomized hamsters wcrc 1ncubatcd ""'ith 
['H)Dl\fNT alone. or in the presence of a widc range 
of concentrations of "'arious unlabdled steroids dis
sol\"ed in TEDMG buffer (0·1 mi). Final [lHJDMNT 
conccn1ration:. in thc incuba1es was l ·S nmoltl. ""'hile 
unlabcllcd steroid concentr:uions rangr:d from S to 
:!::SO nmol·J. Bound and free steroid fractions were 
separated as de'!>Cnbcd abo\·e. Radioacth·1ty """ªs 
determincd in a Packard Tri-Carb model .:?660 liqu1d 
:.c1n11ll.uion :.pectromctcr w1th a counung cfficienc) 
for JH of 40•/o: qucnching was correctcd in ali samplcs 
by ellternal standardization. 

Sc-dlmcntarion profile- o( ·'H-labellC'd slcrold-rtte-p1or 
complexC'S o( rhe- lfardcrian ¡:land 

The sedimcntation pattcms of the stcroid receptor 
complelleS werc asscssed by the use of linear sucro!»C' 
gradient ccntrifugation. In ali cases. aliquots of 
Harderian gland cytosol wcre incuba1cd O\ernight m 
r11ro with approririatc radioli¡;ands at saturating 
concen1rations in TEDl\.fG bulTer. At thc end of the 
1ncubation period. s:i.mples of incubatcs "ere trcated 
with dextran-co:i.ted charcoal for 10 min. applied on 
the top of IO\\' sall. lincur sucrosc gradients (10-35ª/•) 
prcpared in TED'.\-10 buffer. pH 7·4 and cen;:nfuged 
at J70000g far 2·5h in a \enical (\.'ti 65) rotor 
(BecS...man Jnstrumcnts). Fractions were collccted by 



tube puncture and radioacll\it~ was countcd. Control 
grad1cms containing bo\·inc sc:rum albumin (OSA)
naphthol bluc black as m.irker ""ere run in paralleJ 
(Kouvonen, Pcnerson & Lo\·grcn. 1978J. 

84·0 ± 3·0 fmol,'mg cytosol protcin (mean \"alues ± 
s.o.). Thc cffects of increasins conccntrations of non
radioac1ive natural and synthcric steroids on thc 
['HJDMNT specific binding to androgen rcceptors 
fl"om Harderian glands are shown in Fig. 2. Sa
DHT and D/\fNT wcrc thc most potent compctirors. 
folJowed by tcstosrcrone and Ja•androstanediol. 
whcrcas JIJ-andros1ancdiol. progcsteronc, androstc
ncdionc, ocstradiol- J 713, dchydrocpiandrosterone and 
dexame1hasone e.'1.hibited vcry littfc, if any. compcti
ti\.·e potency. The S)"nrhetic progcstin ORG .2058 and 
rhe non-steroidal horrl'lonc melatonin did not compete 
(data not shown). 

Androgen receptor 

{-'HJD'.\.tNT fl-.2 nmol 1) was uscd as thc radioligand 
in the incubution of femu/e H.irdcrian gland cytosol 
(7·0-8·0 mg protein mi) from o\"ariec1om12cd animals. 
Non-spccific binding \\US de1ennined by the addition 
ofan e:-<cess (100-fold; ofradioincrt D!\t="'i"T. 

Proi;:estin receptor 

Oesrrogen-induced und ocstrogen-inscn!.it1\e pro
geslin-specific binding si tes ""ere stud1ed in the soluble 
frac1ion of Harder1an glands from malc and femak 
animals. Before expcrimenrs gonade1:1omized ham
sters "ere lrealed w1th ocsrrudiol benzoarc ( 10 µg/day 
for J conscculi\e da~s: s.c.J. \·chicle (coni or/: s.c.) 
or cholera 10.'l.in (JO µg day for J consccuthc days: 
i.p.). Aliquots (0·5 mH of Hardenun gfond "ere incu
bated o\·ernight wirh sarurating concentrations of 
fHJORG ~058 al 4 'C and submilled ro linear sucrose 
gradient centrifugation. For compararh·e purposes 
rhc progestin receptor of the uterine cytosol from 
o\·anectomized oestradiol benzoate-treated animals 
v.·as aJso labelled wírh fJH}ORG :?058. The addi1ion of 
a 100-fold e.'l.cess ofunlabeJled ORG .2058 '4as uscd to 
determine non-specific binding. 

Oestroaen and ¡::Jucocortjeoid recrptors 

Ocstrogcn-spccific binding siles were srudied in the 
Harderiun gland and antenor puuiiary from male and 
femalc gonadecromizcd hams1crs usin.s (JH}l,Cslradiol 
as radioligand. The scdimcnta1ion profiles of 
labclled g/ucocorricoid-receptor comple'l.es were 
e.'l.amincd 1n Hardcnan gland cy1osols from male and 
fcmale animals which "ere gonadectom1.zcd and 
adrenalec1omizcd 5 da)S befare thc Cllperimcnts. 
fHJDc""<amethasone "ªs uscd as radioligand. 

RESL"LTS 

Andro¡:en recrptor 

Thc resulls of studies on bmding kinetics re\"ea/ed 
the prescnce of a high-affinity. low-capaciry specific 
androgen-binding site in 1hc Harderian gl.and of thc 
female golden hamster. Figure 1 sho"s a rcpresenta
th-e saturation curve of ["'HJD!\JNT-specific binding 
in thc Harderian gland C)lo!.ol. Scatchard .:inalysis of 
thc data from rhree e'lperimenrs indicares that thc 
high-atfini1y binding componcnt exhibited .:in equi
librium dissociation constant (11:4 J of 0·7±0·1 
(s.o.) nmoi.'/. and a m.i,1mal binding cap.iciry of 

·. 
O·:? O·J 

Bo1.1nJ f nmol//) 

JlGL"ltE 1. Represcntati\c S<;atchard plol and Sól.IUralion 
analys1s orspccifie .androgen b1nding in 1hc Hardcrian eland 

~rr':t~fn~:'1~~!~":~~~b~~~1;r:i;sri;,fd;1~º!,~h{t'i:1;~~}7':.8 
dimclhYl- l 7lJ·hydro111y-l-oe.lrcn-J·one ( DM NT; 0· 1-
1 O O nmoJ, O. in lhe pres.ene-e ora bsence ora 1 oo-rold cxcess 
orradioinert DMNT. S~ific binding was calculu1ed by 
suhtracting non·$p:cdle bmd1ng from rot.:11 binding. The 
.satururion curve 11 shown in che insel. The apparenl affini1y 
oíthe androgen rC'Ceplor in lhe rema le g/and 1s 0·7 nmol;I. 

Thc sedimen1a1ion behaviour of the radiootcti\"e 
labclled Harderian g.l.:ind cytosolic androgen receptor 
in linear sucrosc gradients is depkted ín Fig. J. In thc 
presence of sodium molybda1e (10 mmol/I). the stabi
Jized fJHJD,..fNT-receptors comple..:es sedimenicd al 
8-9 S. As shown in Fig. 3. the addilion 10 incuba1es or 
a 100-fold e..:cC!>!. of 01\fNT completely abolish'Cd 



' 10 ~o 
c~~m~111or 1nmol/I) 

FIOt:RE ;?. Stcroid-bind1n11 specificuy oíthc androgcn recep
tor in lhc Hardcrian gland oíthc fom<1lc solden hamHcr. 
C)to ... ol samples cO· I mil from o\·ane.:tomizcd hamHcn 
wcrc incub1ucd for 18 h ou 4 ·e ""Ílh J'HJ7a. l 7a·d1mc1hyl-
17P-hydro'ly-4•ocslrcn•J-onc CD?\1!'0T; l ·5 nmol 1). aJonc or 
"""ilh incrc~n.in,:con~ntrauonsoíthc unlabcllcd s1eroids 
ind1cated; D:'\.INT. dimclh:¡dnortcstostcronc; DHT. 5a· 
..:hhydro1cstos1cronc: T. tcstostcrone; Ja. Ja-androstancd1ol. 
JP. JP-androstanediol: 1713-0E:- ocstradiol-1713; P., pro
gcsteronc; .1.•. androslencdionc: DHA.. dch)droepiandros
lcronc; DEX. dc'lameth:uonc. Thc unbound íracuon was 
rcmo,cd by dcuran-coatcd charcoal trca1mcn1. To1al 
('HJD:'\.1NT bmding in thc abscn~ oí compe111or "'ªs sel al 
100";.. Each point n:prcscnts thc mean orti. .. o .:'pcnmcnls in 
trtph..:atc 

androgcn receptor labcllmg in thc ícmalc Hardcrian 
gland. 

Proi:-rin-blndln¡: ,¡,_ 
Sincc androgcns may e:'l.crt thc1r ccllular and 
b1ochcmical dfecu, through progcstin receptors in a 
numbcr of m.immalian structures it was of intcrcst to 
c'Valuatc thc presencc and charactcristics of thc pro
~estin recC"ptor in Hardcnan glands. Thc incubation 
of Harderian gland cytosols írom gonadcctomized 
oil-trcatcd d.nimals with ('H]ORG 1058 and their 
centrifugation in linear sucrosc gradients dcmon
strated thc complete abscncc of spccific progcstin
binding siles. Furthennorc. neithcr ocstrogcn priming 
nor trcatmcnt "''ith cholcra toxin wcrc ablc to induce 
any significant increase in tcnns ofprog~stm receptors 
in thc Hardcrian glands oí female an1mals (Fig. 4). 
ldcntical rcsults wcrc obtaincd in male glands. Thc 
absence of progestin-binding sitcs in thc Harderian 
gland was in sharp con1rast with thc rcsuhs oí incu
b.:itions of u1crine c~tosol with ('H]ORG 1058 uscd 
as control. Indecd F1g. 4 dcmonstratcs the prcscncc oí 
an 8 S mol)bdatc-stabilized progcstin receptor in lhc 
utcrinc c~IO!>ol from ovaricctomizcd hamstcrs (Fig. 
4<l) and 11s furthcr st1mula1ion with oestradiol ben
zoatc trc.itmcnt (Fig . .Jh). The addit1on of .in co¡ccss oí 

l:C -

'~ 1:1 .:o Jl., .¡u T«r 
Fra.:roon oumhc-r 

FtOl:kE J. Ocnsit)' gradicnt sedimcn1auon proHlc oíbound 
J'HJ7a. l 7a-dimethyl-1713-hydro11:y-4-on1rcn•J-onc 
(0!'\.t?'<.'T) complc11:cs in thc c:ytosol írom Hardcnan ¡;lands oí 
ícmale hamstcrs. Oland cytosol írom anim:1.ls ovarie.:to
miud J days prcv1ously was labcllcd in 1111ro wilh 
l'HJDMNT {final con~ntration l ·2 nrnol;I). lncubations 
\locrc carried out in lhc ;:absen~ or prc:sencc oían cxccss oí 
unlabcllcd 0:'\.1ST. L;:abcllcd 1.')'IOsol samplcs (0·5 mi) wcrc 
laycrcd onto linear sucrosc gradicnts (~0-35•/e) and ccn1ri
ÍU1"ed in a "crtical ro1or íor ~·S h. DSA.-naphthol bluc black 
1:irro"' J "ªs uscd as scd1mcn1:auon standard. 

radioincrt ORG ::!058 rcsulted in thc suppression of 
utcrinc progcstin-rcccptor labelling (data not shown). 

Oesrraxcn rrccptor 

Thc lack of ocstrogen-induccd and ocstrogcn
inscnsiti"·c populations of progcstin receptors in the 
Hardcrian gland promptcd us to co¡aminc the prescnce 
of ocstrogcn-spccific binding sitcs in fcmalc and male 
glands. Whcn aliquots of fcmalc Hardcrian gland 
cytosol wcre incubatcd with ('H]ocstradiol-1713 and 
analyscd in linear sucrosc gradicnts, a small labcllcd 
arca scdimcnt1ng in thc 8 S rcgion corrcspondins to 
thc ocstrogcn receptor was demonstratcd as indicatcd 
in Fig. 5. A similar though J;irgi:r labelled 8 S a.rea wa::o 
obtain.:d in the hamster anterior pituitary uscd olS a 
con1rol ussue (Fi~. ~). Thc addilion of an e~c.:ss of 
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FJGL"'RE 4. Sedimenta1ion profife 1n lme;¡r suero~ gradienis 
o(Hardenan gland and utenne cyhnoJ from o\'ant>Ctomized 
h.amsters. Cy1osoJ preparauons M.C'rC' incubar~ w11h 
J·O nmol f'HJORO ::0$8 1ror18 h ar4 ·c. Labc//ed C)losols 
fO·S mJ) ""en: layeTed onto Jine:i.r sucrosc arad1cnts and crn
tnfujted al J70 0001 fC'lr ~-S h. (.z} ~d1mcmuu1on rrofiJcs of 
Hardenan gland ( 0) ¡¡¡nd urenne <•> c~·1osols frorn 01l-

1re:11tC'd animals. (bJ Sc-dimen1a11on profiles of Harderian 
tzl4nd cytosols from anima.Is 1rca1o:d w11h oestradiol ben· 
zo:uc (·=) and cholcra lo.,in ( .. ) and lhal ofthc u1enne 
C)tosol f"rom an1mab 1reiltcd M.1th ocs.1r.:1d1ol l::Joc,nzoare(•}. 
BSA-naphthol bluc b/.:Jck (an-01.0.) was uu-d ;u scd1men· 
tal ion rnarker. (For (urther de1ouls ~ee re•u 1 

non-radioacri\"e oestradiol abolished the oestr.udiol 
rc-ceptor labclling in both tissues (F1g. 5). ldentical 
results were obtained with malc Hardcnan gland 
c.>·tosols (results not shown). 

Clucoconieold rtt~pror 

Since g/ucocorricoids may e-.:ert se" eral ctTccts on the 
Harderian gland. the presencc oi 1hc1r spec-ilic binding 
siles in sland cyrosoJ was e-.:amined. C.>·tosol prep
arations from fcmaJe and mak gonadectomizcd and 
adrenalecrornized animals \~ere JabcJled 1n •·11ro with 
2·0 nmol f'HJdc:'l:amcthasone l. Figure 6 shows thc 
scdimentation protile of thc JJbdkd cytosols. An 8 S 
s-c:dimcnting compJex was idcnritied in the Hardcrian 
sl.;1nd from fcmale hamsters. The adduion of JO C'll:CeSS 
o( radioincrt dcxamcthasone ( 100-fo/d) abofished the 

,., 
UllO 

O /O ~I .10 ~ O IU .:?11 .)11 ~J $fl 

Froii;foonn"mkc-r 
FIGL"RF $. Sed1men1a11on p.atrcm in linear sucro,;c sradicnrs 
<lf oenrogcn-re..:C'ptor cump/c·.\es 1n (aJ .anterior p11u11ary 
and f/>J HardC'rian glands frorn hanu1ers. Antenor pi1ui1ary· 
and Hard.:nan {l,'lllnd C.)h>!lols were incubated with 0·8 nmol 
('H]oC'stradio/·J 1D 1 in the abscnce ( eJ or pre~nce (0) oí 
an C\CC'U of1he radio1nert lrgund. L..at>clled C.)"loso/ S4mp/et 
"'-C're /a.)"ered on lhe 1op oíllnear(20-J$~'9) densiry sueros.e 
¡i-rad1enu and cenlriíuaed as dcseribed in 1he lc•u. BSA
naphthol blue blad; (4 6 S) was uscd as scdimentauon 
rnarkC"r (arrow). 

fonnat1on off,HJligand-recep1orcomp/e;iccs. ldentical 
rcsuhs were found in Harderian g/and cyrosoJ from 
males (data nor shown). 

Rclad\e QC"cUrrenceo of srerold hormo~ recepfors In 1h~ 
Harderlan ¡:l•nd 

An º"'craJI anal.)'sis of thc ell;perimcntaJ rcsults 
rc\ealcd that 1he rnost abundant stcroid hormonc 
binder in the Harderian gland of the hamsler was the 
8-9 S androgen receptor. bein¡: fo/Jowcd by the gluco
corticoid recep1or mokcule. whereas a 1.·ery smaJJ 
numbcr of oestradiol rcceptors and a Jack of progcsrin 
reccptors were obser\"ed. Furlhcnnore. no d1ffcrcm:es 
in tcnns of steroid hor-tnonc rcceplors '·~•ere noticcd 
bet1.1.ecn the malc and fcmale glands from adult 
gon.::idectomi.zed animal s. 

DJSCL"SSJOS 

The prcsent rcsuJ1s pro" ide evidence for thc c.xislencc 
of a c)'loplasmic androgcn receptor In lhc fema/e 
Hardcrian gland in thc goldcn h.::im.stcr. This .::indrogcn
binding rnolcculc: has 1hc cssenti.::il physicochemical 
properries of rhc c/assicuJ andro.!!'en receptor. Jndecd. 
1t b1nds I'HJD~f:".J 1.1.ith high-.::itfinity (};4 O· 7 nmol.I) 
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FIOL."kE 6. Sucro5e gr;adien1 sedimentation profile oíin•\·atro 
labellcd cylosols oíHardenan gland5 w1th (1H)de'lametha· 
50ne. Gl;and1 were obtamed írom ovanectomizeJ.adrenalec:
tomized hamtacrs. Clo'tosols ""en: incubated O\erniaht wnh 
l ·7-~·0 nmol ['H)de:..amethasone•I <• ). and 1;entrifuged as 
described in the te.11.1. Add1uon oí:>n e":enoíunlabelled 
dcxamethasone abolished the fonnation oíthe 'H·labelled 
eomplc"' (S). BSA-naph1hol blue black (4·6 SI ""·as uscd as 
scd1men1a11on mari..cr iarro"" l. 

and limited capacJty (84 :t 3 fmol ·mg protein) and 
scdiments al 8-9 S in low salt. linear sucrosc gradients 
(Figs 1 and 3). Displacement analysis disclosed that 
solely those steroid molccules wi1h high androgenic 
intrinsic po1ency (D!\.1:-.0T. DHT. tcs1ostcrone and 3a
androstanediol) were efficient compctitiors for the 
androgen-binding sitc of the íemalc Harderian gland. 
""'hile pr-ogestcrone and JP-androstanediol e"'h1bited 
ver-y Jutlc. if an>·· bindmg affinity for- the andro
gen receptor. Other steroid (oestr-ad101-17P. DHA. 
androstened1onc. dcxamcthasone) and non-stcroid 
(melatonm} honnones did not compete (Fig. :?). 

fe~~I~ ~~:~~g~~i:;cif;.Jf,~~Tc~~rat~1:"r~d~o~~g;~~ 
because of i1s well-kno"n spccificity of this bindin¡,? 
macromolc¡;;uJe (Liao. Lian¡;. Fang .. , u/. 19731 and Íls 

Jo .. ~.,.,1.._r EnJ<><:rmol<>~• ~ 19'1'11 IZI. 1~9- I S6 

andr-ogenicit> fSc:~aloff. l 9b3). Ahhuugh a spcc1fic 
intcraction of['HJD:\1NT \'-ilh the progestin receptor 
has bcen claimed to o..:cur in SC:\C'ral tissues CTruish. 
:\fuller & \\.'otiz. 1986). it ~ecms not to be the case in 
thc Harderian gland. sin..:e this lobular str-ucturc is 
dc"·oid of intracellular progestin receptor-s. 

From the present results it appcar-s that the andro
gen r-e1;cptor is in"·ohed in the regulauon and main
tenance of the sc:xual phenotype of thc gland. Thus 
udministr-ation of 1cstosterone 10 íemalc hamstcrs 
induces a number of structural and ultrastructural 
changes in the gland. including 1hc: pr-esence of clus
tcn ofcylindrical tubulcs and large "'acur.>les in acinar 
cells. rcsembling the appe~trance of amale gland tSun 
& Sadaka"·ukaren. 19801. Furthermorc. the sugges
tion that the transfonnation of the H.!rderian gland 
may be mediatcd through androgen receptors is in 
accordancc w1th the obscr-ation that the masculiniza
tion ofthe gland in long-tenn bhndrd female hamsten 
is induced by ovarian andro¡?rns (:\1c:\fasters & 
Hoffman. 1984). 

L'nder- spccifie circumstances and at cenain doses 
the b1ological cffccts of androgenic ster-oid honnones 
may be mediated by the intraccllular progestin 
rcceptors (Giannopoulos. 1971; Kopu. 1981; Janne. 
lsomaa. Torkkeli et al. 1983). Thcsc are e'lamples ofa 
Bi'-en honnone actins through a wrong receptor. To 
ascer-tain whethcr the androgen-induced phcnotype of 
the male gland and the se.'lual transfonn:uion cmascu
linization) process of the female gland in the golden 
hamstcr may be also mediated by intraeellular- recep
tors othcr than andr-ogcn rcceptors. we carried out a 
scar-ch for- the progestin receptor in thc Harderian 
gland. No e\·idence ror the prcscnce of pr-ogcstin· 
b1nding intraccllular macromolc1;ules was achie"·ed in 
thc glands from e11her malc or fcmalc hamsters as 
assesscd by ullracentnfuga1ion studics on density 
sucrose gradicnts (F1g. 4). Further- support for th1s 
finding was ded\·cd from the expcriments in -u.hich 
t-u.o d1tfercnt stimuh. ocstradiol benzoate and cholera 
10,in. failcd to pro\ oke thc induclion or progestin 
reccptors in the Harderian gland. "hercas the uterus 
"hich was used as a control tissuc e"\.hibited a base· 
linc concentration of progcstin receptor and success
fully r-esponded to oestradiol·17P st1mulus fF1g. 4). 
A similar 1ncreasc on uterinc progestin receptors 
b~ cholera to.'11.in has bcen documented pre\·iously 
(Alleva. Kenimer. Jordan & Lammana. 1983). The 
lack ofresponse ofprogestin receptor in the Hardcrian 
gland to exo¡,?enous stimulation was noticed 1n both 
male and female animals. Thesc observations further 
support the 1;oncept that androgcn-induced masculin
ization oí the fema le Harderian gland is mediated by 
the androgen receptor. 

Thc ab .. cn¡;;c oí oestrogen-induced and oestrogen
msen~ithe proges1in receptor- populaur.>ns in the male 



and fcmah: gland'io raiioc'io thc quec;th.ln aio to ""hct her or 
not this tissuc posse>iocs 1ntracellular ocstrog.en rcccp
ton. As indicated in Fig. 5. thc prcscncc oí lo'cry low 
[>Hlocstradiol-binding acti .. ity was noticcd in thc 
glands from fcmale animats. Thi> finding iio consistcnt 
with thc obscn-·ation that o .... arian stcroid hormones 
with oc!'trogcnic acti .. ·ity c~cn "'cry little. if any. 
biological c!Tects upan thc fcmalc gland (Hoffman. 
1971). The obioervat1on that 0-aminolaevulínic acid 
synthctase activity is markedly reduccd in thc glands 
from long-term º"·aricctom.ized animals has suggcstcc..1 
that ovarian steroid hormones might be involvcd in 
thc metabolic rcgulation of thc Hardenan gland 
{Spikc. Johnston. :'\.1cGadey rt al. 1985. 1986). 
Whcthcr thc small ocnrogcn receptor content of the 
gland demonstrated 1n th1s study may e"'plain thc 
reduction of the porph~nnogcnic enzyme acu .. ·ity or 
whethcr th1s metabolic alteration is due to other 
cndocrinc or biochemical changes associatcd with 
ovaricctomy cannot ;.et be asi;;crta1ned and rcmains to 
be clucic..lated. A similar low content of oestrogcn 
rcceptors was also noticcd m the malc Hardcnan 
gland. Although on theoreticaJ ground'i. gluco
conicoids of adrcnal ongm ma:-· participatc in the 
dcvclopment of thc malc glanc..I. thcrc 1s evidcnce 
suggcning that thc:,.· ,Po not play a role in th1s pro
ccss (HotTman, 1971; Lm & 'Nadakavukarcn. 1979; 
Mc~1astcrs & HolTman. 1984). Ncvcrthclc,s. it has 
bccn rcported that glucocorticoids may e11;ert sorne 
metabolic and b1ochemical effccts on the Hardenan 
gland (Wcttcrburg. Yuwiler, Gcllcr & Schapiro, 1970; 
Butler. Wilson &. Youson. 1978). Our own data 
demonstratcd thc prcsence of an 8 S glucocorticoid 
binding molcculc in both male and femalc Harderian 
gland { Fig. 6). but the precise role. 1f any. oí the gluco
corticoid receptor in th1s glandular str"Ucture cannot 
be cslablished. The rcsults rcported herc1n indicatc 
that thc rclati ... e occurrcni;;c of-;;tcroid honnonc rcccp· 
tors in the fcmah: Harderian gland are 1dentao;al to 
that of thc ma\c in thi-; specics. lntcrestingl~. a closc 
similarity on the binding propertics and stcrcospccifi· 
city of thc androgcn rci;;eptor in femalc and malc 
glands was noticcd (sec Vilc:his eral. 1987l. 

Sincc thcrc is no sexual dimorphism in tcnns of 
androgen receptor concentration and characteristics 
in thc Harderian gland. 1hc dc .. ·clopmcnt of thc male 
phenotypc in thc goldcn hamstcr should be modulatcd 
mainly by thc circulating levcls of androgcns. 1t is 
clear. howc .. ·cr. that ultematc mcchanisms such as 
those in .. oh·ing the pincal .rnd its sccretory products 
may also partacipatc in the rcgulation oí the se,ual 
phcnotypc of the Hardcrian gland. p.uticularly 
under some e'perimental circumstanccs iClabough &. 
Nor"cll. 1973). 

Thc overall data v. ere in1erprc1cd as dcmonstrating 
that thc androgen receptor and the androgcnic steroid 
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hormones are kcy moleculcs in thc dcvclopment oí 
sc"'ual t:,.pc in the Harderian gland of thc goldcn 
hamstcr. 
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A series or e•periments was car"ricd out in immature íem¡s.le chicks and ducks to eslablish 
whcther thc avi11n Harderian &land contains spccdic receptan. for se,.; steroids. Cy1osol 
prcparations or Hardcnan stands wcre submuted lo hormonc satura1ion an11lysis us1n¡: ra
diolabclcd cstr.adiol. ORG-Z0:58. and dimcthylnoncstostcronc as lipnds. In addiuon. thc 
s.cdimcntation ch...r.u:tcristics of thc honnonc-rcceptor cumplc1tes wcrc studicd by ultraccn
uifuption or linear sucrosc snu.ticnts. Thc presencc of hi&h affimty b1ndins s1te~ for cstro
scns CK., • ;?.4 11nd 1.6 oAO. proaestins (0.8 and 1.0 nA-0. and androaens C1.0 and 1.0 n.'1.0 
wa,. indicatcd in lhe chi<;:k and duck stands. rcspcctivcty. Thc scdiment.ation cocfficients 
were 7-7 .:5 S. 7-8 s. and 8 S for estrosen. prosestin. and androacn receptor-haand com
plc11.cs. r-espcctively. The concentr.llion of thc androaen receptor was s1snilicantly h1ahcr in 
chick tluln in duck Harderlan &lands whcreas thc cstroacn and proaestin rcceplor conccn
trations WCf"C similar in both sf)Ccies. A stokina findin& was the presencc oí proacuin 
rcccpton. which appa.renll)' do not e11.isl in thc sland1'> or m11ny mammah,. Pnmina with 
cstroscns did not modify lhc conccntnation of ORG-::o:ss bindina sites in ei1her spccies 
studicd. ind1ca1in& that al11nd proacstin receptor is not estroacn-reaulatcd. Ovcmll 1hc da111 
suucs.t intracellular mecha.m!>ms whcreby circulatin¡: aonada.l honnoncs rcaula.te avian 
Hardcri11n ¡¡land function. e 1 .... 1 ~- Ptcn. 1nc 

The Hardcrian gland occurs in man y. if 
not aU. tcrrestrial vertebrales (Paule. 1957; 
Sakai. 1981). In most cases it is present in 
thc ocular orbit closely associated with thc 
nictitating membrane. The gland of Harder 
is thc principal orbital structure in bh-ds 
(Burns. 1975. 1978). being muhilobular 
composed of many tubules lined with a sin
ale layer oftall columnar cells; the high mu
copolysaccharidc and lipid contents indi
cate that it secretes mucus (Ballantync and 
Fourman. 1967; Wight e1 al., 1971). The se
cretions of the gland, which ditTcr in cach 
sroup of vertebrales, probably lubricate the 
eycball and third cyclid (Kcnncdy, 1970). 

1 To whom concspondcnce and rcrrlnt requcsts 
should be addressed at Dcpanment of Rcproduclivc 
Bioloa)I. Na1iona.l lnstitutc of Nu1ti1ion. S. Zubiran. 
VaM:o de Quiro&a No. IS, Mi!!-:11.ico. D. F. 14000. Mc:..
ico. Telcfou: l:S:.:S) b.5S.98.S9. 

Howcvcr. the function ofthe gland gocs bc
yond ocular lubrication to includc local im
munological mcchanisms (Bang and Bang, 
1968), extraretinal photorcccption to influ
encc the pincal {Wettcrberg et al .. 1970). 
anda sourc:c of pheromones (Paync. 1977). 
In addition. thc gland appears to play a role 
in rcproduction (Rciter and Klein. 1971) 
and thermoregulation {Pandcrgrass and 
Thicsscn. 1981). 

Although stcroid hormones seem to reg
ulate ccrtain func:tions of the avian Hardc
rian gland. vcry littlc is known in tcnns of 
thcir ccltular modc of action. lndecd. thc 
avian gland is incrcasingly bcing recognizcd 
as a target far both male (Baba~' al .• 1981) 
and fcmale sex hormones; in ducks. for ex
ample. thc administration of estradiol 
dipropionatc incrcascs mitosis but de
crcases ccll sizc and mucous substanccs. 
while progesteronc provokcs a drastic ccll 
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dcsquamation (Gupta and Maiti. 1981, 
1983). lt sccms. thcrcforc. that aonadal stc
roids and alucocorticoids (Outlcr ~' al., 
1978) havc dircct prcsumably rcccptor
mcdiatcd cfrccts upon thc avian &land. 

Tbis study aimcd to asscss thc prcscncc 
of intrac:cllular scx stcroid binding sitcs in 
two avian specics. To determine thc phys
icochcmical charactcristics and binding 
propcnics of thc stcroid rcccptors in thc 
avían Hardcrian aland. thc immaturc fc
malc chic:k and duck wcrc choscn to cxcm
plify two diffcrcnt typcs of glandular struc
turcs. Acc:ording to Bums· classification. 
bascd on histological critcr-ia. thc chick 
posscsscs thc type I gland. charactcrizcd 
by havina a single Jobulc composcd of a 
sinalc typc cpithclium. whcrcas thc lobular 
structurcs of thc duck gland (typc 11) con
tain l\No typcs of ce lis in thc cpithclial lining 
(Oums. 1975. 1978). Thc rcsults p.-ovidc cv
idcnce for androgcn. cstrogcn. and progcs
terone binding sitcs in thc Hardcrian glands 
of two spccics of birds with glands of dif
fcrcnt histology. 

METHOOS 

Ch&"nlic-al:i:. [lH)Dimc1hylnorte"1os1cronc (17a
['"&"lhy/-1HJOMNTl (3. l!i TPqlmmolJ. [2,4.b,7-
JH)euradiol (3.40 TBq/mmolJ. and (6.7· 1 HJORG-~O!IB 
(2.11 TBq/mmoll wcre obta.incd from Amenh;un lnl. 
CAmc"'ham Bucks, UK). The nu!iochemical pun1y of 
sleroids wu verified by papcr or thin laycr chroma· 
top'11phy (Ch:lvez. &"tal., 198:n. Unlabclcd OMNT t7a. 
17a-dimethyl-17P-hydro•y-4-oestren·J·one). ORG-
20.58 e 16a·cthyl-21-hydrolly· 19-nor-+preanene·l.::O
dione). 17P-esuudiol. and 11 .. -esiradiol werc ob1.ained 
from Amersham or S1eraloids lnc. (Wi11on NH>. 

Anj,nab. lmrnalutt fema.le ducks {An<U plary1rh;i.·n
cho.s)0 200-:?!IO & body wt. and imrna1urc leahorn 
chicks. l!I0-200 & body wt, 11-10 wceks old. purc:has.ed 
k>cally. wcre used. In some e•penments adult ~ 
week-old layins ducks wett useJ. Anim.als were ma.in
tained under na1ural li&htina t-1:: hr> wuh si.uidan:t 
poultry feed and wa1cr available od libiturn, Animllls 
were uscd wilhout prcvious ellpcrimental manipula
tions but wbcre lndicaled lhey were trcated with either 
17~tradiol bcnz.oate (!iO ...al. ar 17a-estradio1 C!IO 
M) da.ily for .5 consecutive days. lrtjection" werc si ven 
into tbc brcasl muscle on altema1e sides. Control birds 
rcceivcd vehicle (com od) only. Animals ""ere killed 

by decapiuuion and thc Hill'derian ¡¡.lands wcrc immc
di.alely díuec1ed out and placed in ice-cold buffer. Ali 
subsequcnt procedures were carried ou1 at ••. 

Hardrrlon 1land cytosolic prrpuratiori.s. Tbe tissues 
from both ducks and chicks werc i;::leaned on r..her pa
pcr; we1ahcd and homoaeni.t:ed in TEDMG buffer: 
Tris-HCI C20 mmol/liter; pH 7.A>. conlainins EDTA 
t l.!i mm0Vli1er). dilhiothreitol CO.!i mmollliterl. sodium 
rnolybda1e (10.0 mmol/1i1er). and IO'n> Cv/v) &Jycerol; 
and supplemented with !1000 U.K. aprolininlml. Cilo
s.ol prepan.tions were made by cen1rifuaa1ion of ho
mOf1Cnates al 10!1.000g for 1 hr at 2-1•. Pro1ein conlent 
WDS delennined followin& Bradford ( 19761. 

Srrroid biriding .studir.s. The steroid bindin& s1udies 
...,ere perfonned in the soluble fraclion .. of Harderian 
slands from ducks and chicks. For satura1ion analysi'lo 
aliquots (0.2 mil of the cyto'!.Ol (J.4--A.O mg protem/mll 
were mcuba1ed with 11 rana.e of conccn1ra1ions of ap
propna1e radiolisands. ( 1 HJDMNT. ( 1 HJOR0-~0.S8. 
17·P·( 1Hlestrad1ol were uscd to label 1he androacn. 
prosestm. and eHroaen receplors, tc'lopectively. lncu
bat1on5 wcre 111 hr long fa time es1abhshed to achaeve 
ma:i.imal $.lcroid bindina in preliminal")' e:io;penmentsJ at 
2-1•. Nonspecafic bmdmg wa'f, detennined in identical. 
parallel incubations conuumn111a 100-fold e:o.:cess ofun
labeled hsam1. A.fter incubauon. bound and free sle· 
roid fraclions wcre scparaled by lhe 11dd11ion of dc:it
tran-coated charcoal cOCC) suspensmn. Followina 
cen1rifuaa1ion al 800g. lhe ra.dioac1iv11y content was 
dctermincd in alíquots of supernau.nts usins a Tn
Carb Packard 2660 counter as previously de<1.cnbed 
CCh:lve;r. rt al .• 198!1). 

Ellperiments werc camcd ou1 in Juplicale or lripli· 
cate. Bindina measurcmenls were done in 1nplica1e ror 
each expenment. Resull-5 were analy;r.ed by the 
method of Eadie-Hoístce followma Z1vin ;uid Waud 
C 198::?). Sl.lltislicOIJ analysis was done by compilrina 1wo 
rcg:rcuion models (Sebcr. 1977). 

Sucro.sr drn.Jiry 11radirnt .srdimrnt<Jtion of cyto.sol
bourid"H·l..1brlc-d strroidcomplrJJ:rs. To delennine lhe 
~dimentat1on charac1cns11cs oí andro1cn. proac'f,tin, 
and estroaen receptan of Harderian aJands o( 1:hicks 
and ducks. aliquo1s t!500 µ.]) of clcar supematants (pre• 
p;&rcd in !i vol oí TEDMG buffer/a lissue) wcre incu
bated for 16 hr at 2-1• with Silluratina com;:entrations 
of rHJDMNT (J.O nmol/1itcrJ. ( 1 H}ORG-20!58 (4.0 
nmol'litcrJ. and ['HJestradiol (3.0 nmoVlilerl. respcc
tively. Samples ofeach incuba1e wcrc apptied to linear 
20-1!1% sucrose cradienls preparcd in TEOMG bufter 
and ccntnfuaed for ::?.!5 hr al )70.000g usina a VTi 6.5 
roior in a LB-70 ultr..centnfugc (8cckman lnstru
mcnts) al ~. Pa.rallel incubations containina the 'H
labeled steroids plus a 100-fold e'cess of thei..r respcc• 
ti ve unlabcled liaands wcre also uhraccnlrifu&ed lo de-
1erm1ne nonspecific labelin¡;. Control sradients 
containina bovine serum albumin (85A 4.6 5) as a 
scdimcnlation ma.:i:ker v.crc run in par.lllel CKouvonen 
c>t al .• IQ711). 
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Progr.utrr birrding .r.ill's irr Kf<111Js ofr.r.trl11lr1t-pri,.,rd 
arri,.,ab. To ft!.t.cs• po!lo!loiblc c\lruscn rcsulalion of thc 
proscs1cronc rcccplor of 1hc 1i:land. sruupt. of ctúcks. 
and duck!. wcrc trcatcd w11h cilhcr 17J!-c1.tradiol ben· 
.ioatc or vchiclc as beforc. In addition. 11 sroup of 
ducks wa.s trcatcd with 17a-c!olnadiol. Cytot.01 !o.ot.mplcs 
from cach sroup wcrc incubatcd with !oalUratins con· 
ccnuations of 1,H)ORG-:?05810nal conccn1ration 3.0-
.a.O nmol/litcrl in thc prc•cncc or ab!.cncc of an c:11.ccs!. 
of unlabeled ORG-:?058. Bound ra.dioactivity in lhe 
s.amplcs WIH detennincd as befare. Limited capacity 
bindin& wa!. mca!l.urcd as the dif'fcrcncc in bindins be· 
twccn 1ncubatc:. Wilh and withoul unlabclcd ORO· 
:?058 and rcsulls wcrc cxprc!.sCd a!lio fcmtomolcs per 
milliaram cytosol protcin. Thc oviduct!. from tbc .. e 
b1rd!. wcrc uscd il.S control t1uuc. SLalÍ!U1cal it.naJysis 
cmploycd Studcn1·1. 1 tc!.l- A <vah.1c of P <: 0.05 was 
considered !.i8nificant. 

RESULTS 

Pilot cxperimcnts dcscribcd optimal 
binding times far 3 H-labelcd steroids to 
duck and chick Harderian gland cytosols. 
Maximum binding far the thrcc radioli
gands occurred after 16 hr and remained 
constant far up to 24 hr. In ali subsequcnt 
cxperiments. incubations were carried out 
for 16-20 hr at 2-:t". Demonstrablc kvels of 
androgcn. progestin. and cxtrogen reccp
tors wcre detccted in thc cytosols from 
both spccies. 1t must be stresscd that in ali 
cxperimcnts data derived from Eadie
Hofstec plots werc consistently rcpeatable. 

The androgen receptor of the avian Hard
crian gland binds lJH]DP.tNT with high af-

. finity (Fig. 1). Under the assay conditions 
employed. no more than onc class of bind
ing sites could be distingubhcd. In ducks 
and chick glands thc apparent dissociation 
constants (K") {mean ::!: SO) far [lH)DMNT 
wcrc 1.0 :::::: 0.16 and 1.0 := 0.19 n1'f. rcspcc
tivcly. Thc numbcr of detectable androgen 
binding si tes (mean :!: SO) was. howcvcr. 
significantly CP < 0.05) grcater in chick 
( 144.0 := 7.0 fmoVmg protein) than in ducks 
glands (44.0 := 4.8 fmol/mg protcinl CFig. 1). 

Figure :? shows that the progestin (pro
gcsteronc) rcceptors in the g)and of the two 
spccics were saturatcd al a concentration of 
3.0 nmol lJH]ORG-~058/liter. In Eadie
Hofstee plots oí the data. the Hardcrian 

~ 0.2 

!E 0.1 L--=»..,_--,,--..,,-=-, 
o.o 
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Fu:;. 1. Saturation and Eadic-Hofstcc analysis of 
cy1osolic-spcc1fic androscn bindins. Hardcrian &lnnd 
cytosols rrom sexually immaturc rcmnlc ducks cel or 
chicks <•) wcrc 1ncuba1cd with 0.5-8.0 nmol 
l ,H)dimethylnonc"'tustcronc tDMNT)lhtcr with or 
w11hou1 a 100-fold c:>lce!l.S of unlabelcd DMNT. Spc· 
cific bindms sa1ur11tc'lo at :?-) nM l'HJDMNT (inscU 
with 11n app;1.ren1 dis!.ociallon const.ant of 1.0 "' 10-• 
M in both cases. Spcc1fic bindin& was calculated by 
sub!.tntctins non!l.pccific bmdin8 from lotal bindin&. 

gland cytosol fractions wcre found to pos
scss a single class of high affinity binding 
sitcs with a KJ of 0.88 .= 0.14 n..\f in thc 
chick and of l. l ::!: 0.15 nM in the duck 
gland. with maximal binding capacity of 

i:·:~ ~a o• / :-.------

~ º·"~J,:: .. ~ . a ~ ..... -~ 
~ ooa • [""1:1: .. _1,1] 

g OOll • 

::!!"; • • • ' 
o o.oz o.o. o.ca o.o• o 10 

•ou•O ' ..-•EIE 
FtG. :?. Kinctic: panamctcrs oí prosc:s1in bin<Jing to 

Hardcrian sland cyto!l.ols from rcrnalc ducks (•) or 
chicks l•). Aliquots of each cytosol werc incubatcd 
with incrca.sins concentnations of l,HJOR0·:?058 (0.~ 
6.0 nmol/li1cr} in thc prescncc or absc:ncc oí unlabclcd 
Upnd (100><). Spccilic bindin& data from s.atur.ition 
curves Cinscl) wcrc converted into Eadic-Hofs.tcc 
plou •. For dcta.ils scc thc tc:iu. 
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36.5 ::!: 5.7 and 54.0 ~ 5.0 fmoVmg. rcspcc
tivcly. No si¡r;nificant differences wcre 
(ound betwccn chick and duck &Jands. Ad
dition of 100..fold cxcess of conisol. triam
cinolonc acctonide. and dcxamcthasone did 
not afTect the ORG-2058 binding to thc 
pro¡r;estin receptor. 

Representativc saturation curves for 
('HJestrudioJ-spccific binding in chick and 
duck Harderian gland cytosols ar-e shown in 
Fig. 3. Eadie-Hofstce anaJysis of thc data 
indicates that the binding componcnt in 
duck ¡r;Jands has a Kd of 1.6 :t: 0.39 n.\I and 
a ma.ximal binding capacity of 60.0 :t: 1 O 
fmoVmg protein. while in thc chick gJand 
thc cquivalcnt vaJues wcr-c 2.4 :t: 0.4 nAI 
and 75 :t: 10 fmol/mg pr-otein. r-espectively. 
No significant difTercnccs werc found bc
twcen chick and duck glands. 

Androgen. estrogen. and progestin rc
ceptors in duck Hardcrian cytosols werc Ja
beled with (-'HJDMNT. J7a-C'1HJestrudiol. 
ar [ 3 H)ORG-:?058. respcctiveJy and sedi
mented through 20-35% sucr-ose gradients 
prepared in low-salt TEDMG buffer. The 
scdimentation pr-ofiles obtained aftcr gradi
ent ccntrifugation are shown in Fig. 4. The 

··- ~ 1-~ ,,K ··-··L~ 
o.oz~-·~ 

2: ··~·~······ 1 OO• • • (!•irc ,._,,,!) g • 
s OO• • • • 

:E • 
o 110Z o.o• o.o• o • 
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Flo. :J. RrpresrntadvC' Eadie-HofSlee pion and sat
unation analysis or spccafic estnr.diol bindinc in the 
Han:lerian sJand o( duck 1eJ and ehick 1•1. Cytosol 
••mples werr incubated with O. f-,,0 nmol 
flHJestnu:tiol/Uter •l :?-e• for 111 hr with or without -n 
e:itcess oí1'111dioinen lipnd (JOO>c'J. The appal"C'nt aftin
ity ror the estroscn n:cepror in the sJand" o( d1.1ck and 
chick W'BS 1.6,... 10-•and 2.4,.. 10-• t.I. respcctiveJy. 
The satur.nion curves are shown ín thc 1nu•t. 

labcled androgen r-eceptor complc x sedi
mcnted in the 8-9 region. while the labelcd 
estrogen and pr-ogestin receptor complcxes 
sedimcnred at 7 .O S-7 .5 S; thc addition of 
excess rndioinen ligand abolished the for
mation of 3 H-labcled ligand-reccptor com
plexes (Fig. 4). lncubation of satur-ating 
concentrations of [ 3 HJDMNT. 
17a-ClHJestrudioJ. and (lHJORG-'.:!058 with 
chick Harderian gjand cytosol also gavc 
specific 'H-labelcd steroid-rcceptor com
plcxes. 

Figure 5 o;,hows thc sedimentation bchav
ior of the JH-labcled r-eccptor-s in sucrose 
linear grudicnts. The vaJues of the receptor 
scdimenlation cocfficicnts in the chick 
gJands wcr-c similar lo those of the duck 
glands. that is 8.0 S for thc andr-ogen and 
progestin receptoro;, and 7.0 S for the cstr-o
gen receptor. Compari~ion between cyto
~ols from oil- and esrrogen-17a benzoate
tn:atcd ducks and chicks suggcstcd no sig
nificant changcs in the pr-ogester-one 
receptor concentrations <Fig. 6). Indeed. 
the mean concenrrations of l'HJORG-:!058 
binding siles in thc Harderian gJand of cs
trogen-treatcd animals were similar to 
thosc in cytosols of oil-tr-eated animals CP < 
0.05). 

lnter-cstingly. the oviduct cytosols of thc 
estrudiol-benzoate-tr-catcd animals exhib
ited an incrcasc in thc mean concentration 
of ORG-:!058 binding siles as comparcd to 
those of oil·trcated birds. as depicted in 
Fig. 6. Funhermor-c, 1he udministration of 
17a-cstrudiol for 5 consccutive days to fe
male ducks did not modify the number of 
availablc high nffinity pr-ogester-one binding 
sitcs in the Harderian glands (Fig. 6). Whcn 
the progcstcrone receptor was examined in 
lhe Harderian glands oflaying ducks. it was 
found that its concentrulion was similar to 
tho!<o.C found in the immatur-e oil-trcatcd an
imals (Fig. 6) 

DISCUSSION 

Thcse studic!<oo demonstrate the prcscnce 
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F10. 4. Rc::prcsc::nta.1ivc .. uc:ro .. c:: &ntd1en1 sc::dimc::nlahon of cyto ... ol andro~c::n·. c::.,trosc::n-. and pro&
c::s.tin-bindina siles. Hardenan sl01nd c:yto.,o1 from inl .. CI fema.le duck., """ª"' incubatc::d wilh ).0 nmol 
l'HlDMNTnitc::r or ).0 nmol \'Hlc::.,ll'adiol/\JtC::r or .a.O nmol l'H10RG·'.:05S.1itc::r wi1h topen circ:les) or 
v.-hhout lc:lo•c::d c:irctc:: .. l 01n c::'cc::ss or 1hc:: con-c::.,pondina unlabclc::d steroid ... Bound and free stc::roid!io 
wc::re -paratc::d with OCC. The b-Qund Crao;:uon'lo to., mil "'c::rc:: applied to '.:0-3.!'i% suo;:ro1"c eradic::nt!io and 
o;:entrifuaed for ~-~ hr a.t )'70.000~. Dov1nc:: .,en.im albumu1 t"'hown by ª""º"""') wa'i. run in parallcl 
p-adic::nts as a scJ1mentalion ma.rkcr 14.6 SI. 

of specifíc bindins sitcs for sex 'Jolcroid hor
mones in thc Harderian g1and of two do
mestic species of birds. 

By using l7Jl-[ 3 Hlcstradiol as the radio\i
sand in a numbcr of cxpcrimcnts, a spccific 
high affinity. low capacity, 7 Sto 8 S estro
gcn receptor was idcntificd in thc cytosol 
prcparations of Hardcrian glamls of both 
species. Thc charactcristics of thc cstrogcn 
binding siles of thc avian Hardcrian gland 
rcscmblcd thosc prcviousty reported in ro
dcnt glands (Vilchis and Pércz.-Palacios. 
1989) and are similar to thosc found in other 
mammalian targct organs. Thc observation 
that administration of cstradiol dipropion
ate to malc ducklings accclcratcs mitosis 
and ccll breakdown of the g1and and in
crcascs mitosis in fcma1c ducklings. though 
with a dccreascd ce11 sizc and mucous 
glandular substanccs (Gupta and Maiti. 
1981. 1983). strongly suggests a physiolog
ical action of cstrogcn on thc avian Harde
rian gland. 1t is thU'Jo plausible that the cs.-

trogen cffects are mcdiated via thc ob
scrvcd intraccllular cstradiol receptor. 
Additional support stcms from studies in 
othcr spccies; for example. Wcaker et al. 
( 19831 suggeo:.tcd that in femalc annaditlos 
estrosens could affcct the dcvetoprncnt of 
thc duct systcm and thc secrctions by a rc
ccptor-mcdiatcd mechanism. 

Therc are marked spccics variation with 
rcspcct to thc actions of pro~csteronc upan 
the Harderian gland in vertebra.tes. In ro
dents for cxample no cfTects or only timited 
metabolic changes ha.ve bcen reponed 
(Lorincs and Lancastcr. 1957; Maiti and 
Sahu. 1981~ Shir.ima et al .• 1981) to occur 
aftcr progcstc:ronc administl"ation. whilc in 
fcmalc duck1ings it induces a drastic ccll 
dcsquamation (Gupta and Maiti. 1983). in
dicatins a distinctivc featurc of thc cndo
cdnc regulation of thc avian Harderian 
gland. Thc rcsults obtaincd in this study. 
using a synthctic labcled progcstin 
<t'HlORG-~058) a~ thc ligand. providcd ev-
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F10. 5. Density sradicnt scdimcnt01tion or chu:k Ha.rdcrian aland cytosolic andro¡;.cn-. proiscslin-. 
and cstroscn·bindin;: sncs 1ums JH-labelcd synthctic and natural s1croid!. as li;:and'lo lcloscd circlc!!.I. 
Incuba1ion anJ receptor assa.y conditions -C'rc similar to thusc dcscribcd in thc lcacnd to Fis. 4. 
Addilionofa 100-fold cxccss. ofnunla.bclcd stcroidsabulishcd thc fonnation of1hc ~H-labclcd hunnonc 
receptor (:omplc1cs (open cui:lcsl. 

idcncc for thc cxistencc of a high affinity. 7 
S-8 S progestin receptor in thc Hardcrian 
&lands of both chicks and Jucks. Thc num
bcr of progestin binding sites wcrc similar 
in thc two spccics. Evidcncc that ORG-
2058 docs not bind to thc avian glucoconi
coid reccptors is dcrivcd from thc cxperi
mcnts in which an cxccss of radioincrt cor
tisol. triamcinolonc acctonidc. and 
dcxamcthasonc did not afTcct thc ORG-
20S8 binding in thc chick and duck. gland 
cytosols. This obscrvation sharply con
trasts with thc lack of progestin binding ac
tivity found in the Harderian glands of 
goldcn hamsters, mice, rats. and guinea 
pigs (Vilchis and Pércz-Palacios. 1989: 
Vilchis et al., 1989). 

Whether the differcnt structurc and ¡;cno
mic rcgulation of thc mammali~n and avian 
progcstin rcccptors CWci and Horwitz. 
1985) accounts for this striking observation 
rcmains to be asccnained. lntercstingly. 
two immunorcactivc protcins have been 
idcntified with monoclonal anti
progcstcronc receptor antibody in thc 

Hardcrian glands of four mice strains, 
which do not bind progcstcronc (Chávez. 
B .• Vilchis. F .• Cerbón, M. A .• and Pérez
Palacios. G., unpublished). Thc charncter
istics of the progestin receptor identificd in 
the birds glands are similar to thosc othcr 
avían and reptilian progcstcrone-scnsitivc 
tissucs (Renoir et al .. t982a.b; Klcis-San 
Francisco and Callard. 1986: Dufrcnc et al .. 
1989; Rccsc and Callard. 1989). Priming 
with cither cstradiol-17'3 benzoatc and 
cstradiol-17a did not change the numbcr of 
progcstin sitcs in thc glands of immaturc 
chicks and ducks, at least at thc dose em
ployed, suggesting that the progestin recep
tor in thc avian gland is not cstrogcn· 
inducible. Funher support for this finding is 
dcrivcd from thc observation that C?>trogen 
primins resu1tcd in a sharp increasc in ovi
duct bindins. siles for progesteronc in the 
same anima1s (Fig. 6). This finding deservcs 
furthcr examination. particularly since 
other observations indicatc an cstrogcn de
pendency of thc progestin avian receptor in 
other organs (Renoir et al .. 198~a.b). al-
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thc conccntr.uion of pro¡:csleronc receptan in thc 
Hardcrian stand and oviduct of duck!. and chicks. Cy· 
to!.Olic fraction!. from oil· and c1uroacn-tTCatcd animal!. 
wcrc incubatcd with J...-4 nmol ('HJORG-:?:05S.1itcr. 
alonc or in thc pr1ncncc of unlabclcd OR0·'.!058 for 18 
hr al ~·. Bound l'HJORG-:?:058 wa.s mca'\urcd in !.am· 
ple!. (0.:?: mi) OÍ thc incubatC!. by OCC ad!.Or"ption. 
Birds. wcrc trca!cd with l7Jl·C'!otradiol bcn.i:oalc 111Pl. 
l7a.-cs.tradiol (11a.1. or veh1clc foil) for fivc consccu· 
livc days. t... lay1na ducks. Thc ov1duct" from oil (QV· 
oin· or 17p-c,.tni.diol benzoatc 10V-17Pl·trcatcd ani· 
mal!. wcrc u .. cd ª" control!.. Horizonu..I linc" rcfcr to 
SO of thc mean; lhc numbcr in pa.rcnthc!.1s - n. 

though thc existcnce of nonestrogen
regulatcd progestin receptor population 
has becn rcportcd in a number of specics 
CMacLusky and McEwen. 1978; Ccrbón ~t 
al .• 1989). 

Androgcns play an esscntial role in the 
sexual differentiation of the male Hardcrian 
gland in sorne mammalian species tMcMas
tcrs and Hotrman. 1984) and are believed to 
cxert their cffects at thc transcriptional 
levcl via thc androgcn receptor. In the mate 
hamster a role of such binding molcculcs in 
mediating inhibitory effects on the glandu
lar production of porphyrins and somato
statin has bcen suggested (Puig-Domingo et 
al .• 1988; Buzzel et al .• 1989; Vilchis and 
Pércz-Palacios. 1989). ln birds. Baba et al. 
(1988) rcported that testosteronc: reduces 
lacrimal concentrations of immunoglobu
lins prcsumably by a direct action at the 
glandular level. Thc finding in this study of 
high affinity androgen binding sitcs in the 
Harderian glands of chicks and ducks sug
gests that androgen actions opon this avian 

intraorbital organ are mediated by lheir 
spccific intracellular receptors. The obser
vation that chick glands possess a signifi
cantly higher contcnt of androgcn binding 
sites than those of the duck may reflect a 
different hormonal responsivcncss between 
thc two species. A similar interspecies dif
ference has been noticed in the glands of 
golden hamsters and r-.its; indced. thc ham
ster gland appcars to be more sensitive to 
androgens and contains more androgen 
binding sites than that of thc rat gland 
(Urueta. 1988). The characteristics of thc 
avian androgen receptor are similar to 
those of the marnmalian gland (Vilchis et 
al., 1987. 1989) and othcr anJrogen sensi
tive tissues (Lea et al .. 1979~ Chávez et 
al .. 1985). 

In summary. the Hardcrian glands of 
ducks and chicks contain androgen and es
trogen receptors and. unlikc thc mamma
lian gland. they also contain nonc~trogen 
inducible progesteronc reccptors. Recently 
altcrnatc nongenomic modc of steroid hor
monc action at target organs. involving cell 
membranc binding. has bccn proposed (Pi
etras and Szego. 1977; Etchegoyen et al .. 
1986; Majewska et al .• 1986). The data prc
sentcd hercio are evidcncc for an intracel
lular rcccptor-mediatcd mechanism by 
which circulating sex steroid hormones reg
ula te the Harderian gland functions in 
birds. Thc data also support thc conccpt 
that the Harderian gland of birds is multi
hormonally rcgulated. as in other verte
bratcs. 

ACKNOWLEDGMENTS 

Th1s. work ""'ª" !.upponcd by thc Nahonal Council of 
Sc:icncc and TcchnoloaY (Mc:dco Cily) and thc Rock
cíeller Found .. uon (Ncw York). Wc thank Ms.. B. 
Alarcón ror prcpanns thc manu,.cnpt. 

REFERENCES 
Daba. T .• Masumoto. K •• Ni!.h1du. S .• Kajikawa. T .• 

and Mihui. floi. ( 1988). Ha.rdcnan aland depen
dcncy of immunoalobulin A produciion in the lac· 
nmal fluid oích1cl..cn. /'"'"unvlo~:i-· 65. 67-71. 

Ballanl)'nc. B .• and Fourman. J. (1967). Thc hbtoloay 



432 VILCHIS, CHÁVEZ, AND P~REZ-PALACIOS 

-.nd hi!lo1ochcmlstry or lhc Hardcn.an aJand af 1hc 
damestic duck. J. Anal. 101, 194. 

B-.na. 8. O .• and Baq. F. B. e 1968). Locahzcd lym• 
phoid tissucs and plasma ccUt. in paraoc:ular and 
paranas-.J arsan S)'Slcm in chickcns . .Anr. J. 
Pathol. SJ, 735-7.51. 

Bnadford, M. M. ( 1976). A nipid and scns.iuvc mc1hod 
for thc quaontitation of microsram quantilies or 
pro1CÍO UliJizinS the principie or prOICm-d)'C bind• 
ins. Arral. Biochrm. 72, :?'8-:,,4. 

Burns. R. B. (197.5). Plasma cclb in the av1an Harde
rian sland and the morpholcsy of lhe &Jand in thc 
rook. Ca". J. Zool. !U, l:!!'iB-1::69 

Bums. R. B. (19781. ''lmmunolo¡tical Studics on the 
Avian Hardcrian Gland -ith P;anicular Rercrence 
10 thc Domct.tic Fowl. •• PhD dinertation. U ni ver· 
sily or London. 

Bu1ler. O. J .• Wilt.on. J. X .. and YouM>n. J. H. (1978). 
Transrormation or corticot.lerane 10 11· 
dchydroconicos1eronc by Nasal. Hardcn;an. and 
L.llcrymal &land!I or the dome'l.llC duelo.:. (A.n<U 
plaryrhyrrcho3) in ••ilro. G.-rr. Comp. Errdocrinol. 
34. 47,,_.79. 

Buzzcl, O. R .. Mencndez-Pclaez. A .• Porkka· 
Hciskancn. T .• Panacrl. A .• Panscrl, B .• 
Vauahan. M. K .• and Reitcr. R. J. 119891. Bro
mucnp1inc prevents thc castr:uion-induced rise in 
porphynn conccnlration in thc Ha.rdcrian &Jands 
or malc Syrian h;:i.m!i.lcr. M#"3<>cric#'tU3 auralu3. J. 
üp. Zoo/. 249, 17::-176. 

Cert>ón. M. A .• ManJncz. M .. ¡spd Pl!rez-Palcio'!:, G. 
( 1989). C>cstrosC"n·inscns11ivc proacstin reccpton. 
in 1hc cen1ral nen;ous 'l.)'Stem: Physicoc:hcmical 
and immunorc;:i.ctive ch ...... clcnstics. J. Nruro#'n· 
docrinolo¡:y. 1, ~l-:.!98. 

Chávez, B. A., Vilchis. F .• Pl!tcz. A. E .. Garcfa. 
G. A .• Grillasc:a. l.. and Pl!rez-P;:i.l;:i.cios. G. 
f 198.5). Stcrcospc'C'ificuy of thc intr.accllular bind· 
1na or norc1h1ncronc and iu A·nns rcJui:cd me· 
tabolites. J. StrroiJ Bioch.rm. 22. 1:?1-1:::6. 

Durrenc. L .• PaaeauJl, J. F .. Fanid1. A .• Rcnoir, 
.J. M •• Laua1cr. c .• and Baulicu. E. E. (19891. 
Biochcmical characlcnzallon and subunit !lln.IC· 
ture of qua1I oviduct proaeucrone rcccplor. J. 
Strroid Bfochrm. J:?. 70J-71J. 

Etcheaoycn. G. S .• Cardim1li. D. P .. Pl!re.z:. A. E .• 
Tamayo. J., and Nrc.z:-P..a.lacitH. G. (l<nl6). Bind· 
in& and effccts or catccholcstrosens on adcnylatc 
cyclasc acli\lity. and adrcnorcc:cplo"· benzodiaz. 
cpinc and GABA recep1on. in auinea·pis hypotha· 
lamic membrancs. Eur. J. Pltarmacol. 129, 1-10. 

Gupta. S. K .• and Maiti. B. R. ( 1981). Erfcct arcst.ra
diol on lhc Hazdenan aland in thc m.alc domcuic 
duckJins. Mil..radnpi.r 38. :?~::01. 

Gupua. S. K .• and Ma1ti. B. R. e 19tllJ. lnflucncc ar 
S.CJl·hormoncs on lhc H;:i.rdcn;:i.n cl;:i.nd act1\lity i.n 

fema.le domestic ducklina. Mlkroskopi.r «>. IJ:?-
137. 

Kcnnedy. O. Y. 09701. Hardcroporphyrinc a ncw 
porphyrin íram Hardcrian alands of lhe rat. 
Comp. Bioch.rm. Physiol. )6, :?l-36. 

Kleis-San Francisco. S.M. and Callard. l. P. (1986). 
ldenufica1ion ora putM.livc proacsterone receptor 
in thc oviduct or a vivip1uous. watcrsnakc 
(N#'roJial. G.rn. Camp. ErrJocrinal. 61, 490-498. 

Kouvonen, J .• Pcucnon. K .• and Lo"arcn. T. (1978). 
Amido black 10-b-!i.taíned buvinc ~rum albumin 
(BSAI in densi1y ar.idicnl ccntnfüption. Anal. 
Biochrnr. 89. 30fi-30ll. 

Lea. O. A., Wdt.on, E.M .• and Frcnch. F. S. 11979). 
Characlenzatian ar difTcrent fonns or thc andro
sen receptor~. EnJocrinulo¡:y 105, IJ:C0-1360. 

Lonncs. A. L .• and Lanca'l.lcr. G. 11957). Anlcrior p1· 
tuit¡¡ry prepar;:i.1ion ..,.ilh lropic 11cti••ÍI)' for scba
ceou!i.. prcputial and Hólrden;:i.n aland. Sc1rncr 
126. 1:?..i-1:::.5. 

M11cLut.ky. N. L .• and McE..,.cn. B. S. ( 1978). Oestro
aen modulatcs pro¡¡c'!olln receptor conccntrallons 
1n sorne ro11 brain rcaion'!o but nu1 m 01hcrt. . . Vaturr 
274, :::7t>-:?78. 

Ma..11. B. R .• and Sahu. A. C 1981 ). EITccts of a lona· 
lcrm 1rcatmcn1 w11h norclhistcronC" la pragcsto
aen-only cuntraceplivcl on thc epidermis. lhe s.c
baccous slands. the Me1bomian aJ;:and and the 
Hardcri;:i.n gland in thc cychng ícmoalc ra.t. t.11!..· 
ro31..<>pir lit, 309-313. 

Majewska. M. D .. H;:am'!oon. N. L .• Sch....,·anz, R. D., 
Uo1rker, J. L .. and P;:i.ul, S. M. f 19861. Stcroid hor
monc mctabohlc!i. are barbituratc·hke modulaton 
of 1hc OADA reccp1or. Sci#'ncr 23:?. 1004-1007. 

McM;:i.,.ters. K. M .• and Hoffman. R. A. l 19S4J. Hard· 
cnan aland: Reaula11an or 'l.Cxual •·1ype .. by ao
nads and pmcal aJand. B1ol. Rrprud. ll. 579-.58.5. 

P..andcrsrass. M. L .• ;.i.nd Thicsscn. D. D. 1198)). Body 
tC"mpcrature and au1ugrooming in thc !\.ton¡;olian 
acrb1l. !tlrriurrr3 ungukulatui. Brha•·. /'</rural. 
Biol. 33, 5~~5::8. 

P<aule. J. P. C19:C7). "Thc Comparotivc H1stochcmistry 
or thc H;:i.rdcn;:i.n GJ;:i.nd." PhD diucna11on. Ohio 
Stalc Un1vcrsity. 

Payne. A. P. (1977). Phcromonal cffcch or Hardcn11n 
&land homoaenatc!i. un aiuircssi"e bchav1our 1n thc 
hamstcr. J. Endocrino/. 73 0 191-19:::. 

Pictr.t.s., R. J .• and Szcao, C. M. (1977). Spccific bmd· 
ina sitcs ror ocstro¡¡¡:cn al thc autcr suñ;:i.ces or 
isolalcd endametrial cells. Nuturr 26S, 69-7:::. 

Puia·Dom1nao. M .• Guerrero, J. M .• Rcilcr. R. J .• Pei· 
nado. M. A .• Mcncndcz·Pcl;:i.cz, A .• Santana. C .• 
and Wcbb S. M. (1988). Androacnic control orim
munorcactivc •omato•lolatln in thc Hardcrian aJand 
or thc Syri;:i.n hamster. J. RrproJ. F.rrtil. 82. 753-
759. 

Reese, J. C .• and Callard. l. P. (19891. T""'o pro¡:ct.lcr-



STElll.OID 111.l!CEPTORS IN HAlll.OElll.IAN OLA.NO 433 

onc n:ccplors in thc oviduct of' lhe fresh-atcr tur
tlc Chry&c'"y& píc:1a: Poi;siblc homolosY to mam-
malian and .v.vian prom:cs.lcronc receptor syllcms. 
J. S1~rold Biocltrm. 33. 279-310. 

Reitcr. R. J., and KJcin. D. C. (1971). Observalion on 
thc pineal &land. thc Hardcrian &f.ands., thc n:lina, 
and thc rcproductivc oraans of adull fcmalc r.ats 
cxposcd to continuous li&ht. J. E-1o<rlnol. 51, 
117-12'. 

Rcnoir, J. M., Yana. C. R .• Fonnstcchcr, P., Lus1en
berser, P •• Wolfson. A .• Rcdcuilh. G., Mcstcr. J .• 
Richard·Foy, H., and Baulie~u. E. E. (l'M2aJ .. Pn>
sesteronc reccp1or rrom ch.ick ov1duc1: Puritica
úon of molybdatc-stabilizcd fonn and prcliminary 
charactcriz.ation. Eur. J. Biochf.'m. 127, 71-79. 

Rcnoir. J. M., Rouianyi. C .• Yana. C. R .• and Baul.ieu, 
E. E. ( 1982bJ. Anllbodies ;aaainst prasestcronc 
rcccpcor from chick oviJuct: Cross·Rcactivily 
with mammalian pruacstcronc rcccplors. Eur. J. 
Biocltf.'m. 1270 81-86. 

Sakai, T. (1911111). 'Jllc mammalian Hardcrian sJand: 
MorpholOKY· bi<x:hcrnistry, func:tion and phylom:
cny. A.rc:h. llU1ol. Jpn. 44, ~lll. 

Scbcr, O. A. F. (1977). In ''Linear Rcsrcssion 
Analyshl," pp. 42-124. Wilcy, Ncw York. 

Shir.una. K., Furuya, T., Talr.co, Y., Shirnisu, K., and 
Mack.awa, K. (1981). lnlluenccs o( somc end~ 
crine sJands and of honnonc replaccrnent on thc 
porphyrins of Che Hanfcrian sJ:mds of m..icc. J. 
Endocrlnol. 91, 305-l 11. 

Urueta. A., (1988). "Caractcriz.ación del recep1or de 
androscnos en la &14ndula de Hardcr ... 'Jllesis. 
Universidad Naciona.I Aulonon\a de M~:11.ico. 

Vilchis, F .• Hcn11lndcz:, A., ~rcz.. A. E., and P~n:z.
Palacio•, O. ( 1987). Honnone n:aulation of the 
rodcnt Hardcrian sland: Bindins propcnie• oí the 
anJrosen reeeplor in thc rnale aoldcn hamster. J. 
Endo<rlrwl. 112. 3-8. 

Vileh.is, F., and ~n:z.·Pa.lacios, O. (1989). Stcroid hor
rnonc rcecp1on and the sc•u.l phenotypc of the 
Harderian &land in hamslcrs. J. Endoc:rinol. 121, 
149-1%. 

Vikhis, F.,Ctd.vez:, B .. and ~rez.-Palacios, O. (1989). 
ldcntilicacion de receptores intnacelularcs para 
catctoides de la aJ.6ndula de Hardcr de aves y 
rna.mfferos. XXXI 1 Consrcso Nacional de Cien
cia.$ Fisiolósic.v.s. C 63. Mit.-ico. 

Wcaker. F. J., Villareal, C .• and ShcriJan. P. J. 
(198)). Cellular localization or estradiol in 1he 
Harderian sJand of thc fema.le annadi:Uo. J. Exp. 
Zool. 225, 5-7. 

Wci, L. L., and Hor"*itz., K. B. (19115). 'Jllc sll"Ueture 
of p.-oacsleronc rcceptors. Stf.'roid& 46, 67&..-695. 

Wencrl:icrg. L., GcUcr, E .• and Yuwiler. A. (1970). 
Harderi...n sJand: An cxtna·n:tinal pho1on:ccplor 
influcncina the pin cal sland in neonatal nats? Sc:i
~nc:f.' 167, 1&&4-&115. 

Wiaht, P. A. L •• Bums, R. B., Rothwcll, B., and 
McKcnzie, G. M. (1971). 'Jllc Harderian &land of 
the domestie fowl. l. HistokJsy with rcfcrencc to 
lhc senes.is of pl~ma cells and RusscU bodies. J. 
Anat. 110, 307-315. 

Zivin, J. A .• and Waud, D. R. (1982). Ho- 10 anaJyse 
bandins. cnzyme and upt.akc data: 'lllc 11oiinple•l 
case. • sinsle pha.5e. Lifr Se:/. 30, 1407-1422. 



GENEllAL. 4'.ND COMPAAATIVE IE!'fDOCkSNOLOGiY 96• :?98-)08 ( 1994) 

Steroid Sa-Reductase Activity in the Harderian Glands of Mala and 
Female Syrian Hamster (Mesocricetus auratus) 

F. V1LcH1s. 1 J. ENRIQUEZ, G. QuE1Po. G. P~REZ-PALAClos. AND B. CHAvEz 

Dcpanmrrrt of Rrproductlvr Biolo&~-. lrr.st11u10 Nadonal de Ja Nutric:iórr Salvador Zubirdn. 
·"ftl:ric:o. D.F., l>trxico 

Accc-p1ed Auausi 10. 1994 

Thc acdvily of the enzymc slcroid .5a.-~ductasc in Harderian a.Jands of adult syrian 
hamstcrs was assc,,cd by mcasurina lhc convcr!ioion of 1cstosleronc (T) to .5a.· 
dihydro1cs1os1erone CDHT). The op1imal conditions for 1h1s reacuon werc de1ennined i11 
vitra usina whole aland homosenatc'!> and (IHJ1esioueronc as substra1c. Enzymc activi1y 
was ma"imal at pH .5 . .5. The Michaeli-~fen1en eonstant ofthc Harderian cnzyme forT was 
4,6: 1.2 x 10-• ,\fin fcmalcs and .i.::: : 0.39 >< 10-• M in males. e!!.llma1el.I by Eadie
Hobtec plots. On the basis of relau~·e m;u;imum vcloc11y value5, thcre wa5 9 or 10 timc5 
more .5ci·rcductase in female5 c:::.8 = O.f>7 nmol'ma pro1c-in/hr} than in males (0.;::89 = 0.0:!9 
nmoUma prou:m/hrl. Consi!!.lenlly, a!ands of inlacl male ham51eu had lower .5a.·rcductase 
aelivitie' than those of fem;:ilcs. Castrauon of males 5i&mficantly increased 1he enzymatie 
aetivhy, whieh wuhin 4 ""eeks reaehed femail:·like v;:i.Jucs. The levels of !lci·rcduelase 
mRNA also inc:reased with eastra.t1on. Therc was a direct con-elauon belwcen aetivily and 
mRNA levels of the enzyme m Ca!!.traled male alands. Furthcr. thc- admini5tration of T or 
OHT to ovanec:tomized h;:im~ters led to intact mate vatues in the enzymatie activity of the 
a.Jand. The sello d1ffc:renee5 in 'ci·redueta!!.e acuvity ma)" be of relevanee to the differential 
reaulation exened by androaen upon the pt-iy,ioloay o( mate and female 11;l;:ind!!.. The result5 
are con,i5tent with lt"le view that 'ª·d'h)-·drotes10!!.lerone is the active androacn 1n the Ha.r· 
denan aland. e , .. ~ ,....-"""' ,...,,. ••. '""' 

Thc vcrtcbratc Hardcrian gland is undcr 
complcx cndocrine control. In thc golden 
hamstcr this intraorbital structure displays 
a pronounccd sexual dimorphism at histo
loaical. biochcmical. and ultrastructural 
lcvcls (Woollcy and Worlcy, 1954; Hoff
man. 1971; Nadakavukaren. 1992). Thc dis
tinctivc ccltular pattcrns of thc mate and 
fcmalc glands are scuJcd around pubcny 
(Bucana and Nadakavukaren. 1973; Lopcz 
et al .• 1992) and thcrcaftcr clear diffcrenccs 
are apparcnt: two types oí alveolar cells (1 
and 11) are found in adult malc glands, 
whcreas the fcmale possesscs a single type 
oí cells (1) and a high contcnt of porphyrins 

1 To whom eorTCspondenc:e should be addressed al 
Dcparttnent of Repruduc:tive Bioloay. Instituto Nacio
nal de la Nutrición. Salvador Zubir;l.n. Va!.C:O de 
Quirop No. 15, Mii!xic:o. D.F .• 14000. Mexic:o. Fax: 
l.5::..5) 65'.98'9. 

0016-6-l80J9..a S.5.00 
c-........ •h• e ,.,.. _,., Ac-,,..c f'n-n. 1-
A!I npts ef NPf04uc11on "' •"~ r .. ..., ,....,....,.:1 

(Hoffman. 1971; Payne ~1 al., 1977). In ad· 
dition, therc are sex-spccific differcnces in 
thc activitics of severa! enzymes involvcd 
in prophyrin and melatonin synthcsis 
lThompson et al .. 1984; ~tenendez-Pclacz 
el al., 1988) as well as in thc intrag]andular 
concentra.tions of mclatonin (HofTman el 
al .. 1985). somatostatin (Puig-Domingo et 
al., 1988). and many othcr bioactivc sub
slanccs (scc Olcese and Weschc. 1989). 

The Hardcrian ¡¡land activity is influ
enccd by various hormones (prolactin. mcl
atonin. thyroid, and stcroid honnones) and 
by photopcriod (Hotrman el al .• 1989; Buz
zcll er al., 1989; ~fencndcz-Pelacz er al., 
1993). Thcse and othcr studies have clcarly 
highlighted gonadal androgcns as csscntial 
for the biological expression of such dimor
phism (McMasters and Hoffman, 1984; 
Vilchis and Pércz-Palacios. 1989), and 
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while ovarian stcroids ha'l.'e little or no ef
fect on gland structure. naturally occurring 
androgens atTcct thc growth and morphol
ogy of the gland <Payne et al .• 1992). Al
though the characteristics of thc malc gland 
are induced and maintained with tcstostcr
onc (Hoffman. 1971; Payne et al .• 1977). its 
cffccts appcar to rcflcct the actions of its 
So.-rcduccd mctabolite. dihydrotestostcr
one <DHT). and not by testosterone (T) it
sclf. In androgen-sensitivc tissues, T is con
Verted to DHT via thc NAOPH-dependcnt/ 
androgen-regulatcd enzyme. Sa.-rcductase 
<Bruchovsky and Wilson. 1968; Gcorgc et 
al .• 1991 ). Thc occurrcnce of this cnzymc in 
Harderian tissues has not been documemed 
to date. although research strongly suggcsts 
that DHT has becn clcarly indlcated as the 
horrnone acting upon thc gland <Marrufo et 
al •• 1989; ~1enendez-Pclacz et al., 1990); in
dced. the androgcn receptor of the hamster 
Harderian gland binds So.-DHT with a 
higher affinity than T and other C 19 andro
gcns (Vilchis et al .• 1987. 1989). Since thc 
cnzyme-mediatcd convcrsion of T to DHT 
scems to determine androgcn action at 
glandular Jcvel. the present study assesses 
thc prescnce and kinctic propertic~ of So.
reductase in Hardcrian glands of adult Syr
ian hamsters. In addition. the cffects of go
nadcctomy and androgcn rcplaccmcnt on 
the activity of thc enzymc in glands of 
males and fcmales are describcd. 

MATERIALS ANO METHODS 

Chemicals 

(1.Z.6.7-'Hllestosterone (J.89 TBq/mmo\) -as 
purchased from Amers.ham lnternational. Amer
sham Buc:ks.. Chemicill purity of lJHI1es\os1eronc 
was c;hec;ked by thin-layer chromatoiiraphy usina 
chlorofonn:methanol (9.5:S) and uscd wi1hou1 funhcr 
punOcalion. T • .5a-dih)·dro1es.los1eronc C 17P,-h)drO:'ll)'· 
So.·androstane-J-one). JP,-androslancdiol (Sa
androstane-Jp.t7P,·diol). Ja.-andros1anediol (Sa· 
androuane-Ja. l 7P,·diol). andro'!.tencdione 
(.a-a.ndrostenc-J.17-dione). and andros1anedionc {Sa
androslanc·J.17-Jionel -ere obtaincd from S1eraloids 
1nc. (Paulina. NYJ or from Sigma Chcm1cal Co. 151. 

Louis. MO). Nonradioacti\le steroid!I. wcrc pur10cd by 
succcssi\lc recrystalllzations In mcthanol. 

Animals and Tissues 

Adult malc •nd fcmalc Syrian hamstcn ( IS0-180 11> 
were houscd under a lishlinB schedule of 14 hr li&hl:IO 
hr dark and &i\len free acecss to food and water. Whcn 
rcquired animats wcrc 11onadcc1omizcd undcr li&hl 
cthcr ancsthc!oÍD. 

In other sets of cxperimcnts. ovariectomizcd ani· 
mals werc trc¡r,tcd with cither T or DHT at 1.0 mg/day 
for diffcrcnt time pcriods or with vch1cle ot.lonc (80 ¡.¡.l 
of propylcnglycol). Animals were killed by decapita· 
tion and the H¡¡rdcrian glands immcdia1cly removed. 
cleaned . ...,ei&hed. and .. ubmittcd for RSA cxtraction 
or tissues wcre placed in 1cc-chillcd Trio;.-ciu·ntc <TC) 
buffer tO. l molfliter Tri,,,_HCI; 0.1 mollliler '!.od1um cit
ratel. homogenizcd. and uo;.ed for de1erm1nauon ofcn· 
zyme acu ... 11ic .... 

Determinatio11 of 5o.-Rt.•ductast' A.ctil-•iry 

The !lotandard method of ;u.say for 1he enzyme was 
u ... ed for all cJ1.pcnmen1s c:oiocepl whcrc ind1calcd olh· 
ef\0.1 ... e. Hardcnan &land ll'>sues ( 1.50 mr¡;I from in1act 
male and fcmalc amm;ib ""ere homogemzcd in 1.0 mi 
of TC buffer U'!loin& 10-..,cc bursls 1n a polytron homoa:
cnizer tBnnl..ma.n tnstrumenu .. Wcs1bury, NY>. Thc 
PH op1íma wcrc dc1ennmcd O\ler thc r11n11e of 4.,S-8 . .5 
using TC buffer. 1hercafter all RS'UlYS wcrc performcd 
al pH S.S. To mcasurc .5a-rcductasc ac1i"ity. whole 
aland homo&cna1es wcre incubated "'ith o.;i; ¡..i.Ci of 
l 'HIT and nonrndiactnoc testo'>terone lZ µ.mollli1crl. 
lncubationo;. wcrc camed out a.t J7• for 60 min wilh 
conUnuou"" '!.hal..in11: tinal incubation "olume wa.s 2.0 
mi. Undcr thcsc cond11lons thc conccntrauons of 
:-.IADPH wcre varie.J from O 10 1 mmol'1i1er 10 11sccr· 
tain cofactor depcndencc. To determine 5a-rcduc111sc 
kinclics (!<i.1ichaeli'I. cono;.1an1. K_: mallimum vclocity, 
v _.). wholc aland homo11cn¡¡lcs (J or .i m11 protcin/ml) 
were incubaled with 0 . .5 ""Ci of ( 1HJT a.nd incrc¡¡sing 
conccntrnuons of unlabcled T ( 1-JO ""mol/liter). Ali 
aSSilys wcre done in duplicatc and rcpcated 111 lcast 
1wicc. Tiuuclcss incub111ions wcrc u ... cd as con1rols. 
Al thc cnd of the incubotlion pcnod, !he reaction was 
stoppcd by thc add1uon of l .S vol of cthyl acc1atc and 
c'tru.cted threc lime'\: the orcanic CJ1.!rnc1s wcrc pani. 
tioncd bclwecn hcxanc and 100::0 aqueous mcthanol. 
Tñe melhanolic phases ...,ere evaporated to dryness 
under n1tro&en and redinohcd 1n 1.0 mi of melhanol. 
Samplcs of 10 ""' v.crc takcn to calculate rndioacti"llY 
reco.,cr)·. Aliquo1s of organic elllracts containing 
100.000 dpm rccc1"•ed 2 ¡.¡.& each ofauthentic T. DHT, 
andros.t;inedione. and androstcnedione. and Ja. o.nd 
Jl!·andr('lstancd1ol,.. Samplcs wcre then dned. rccon• 
o;.ti1u1cd in 20 ""' mclhanol. and applied to aluminium 
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plalC!I precoatcd wilh silica ael (Mcrk. Oarm5ladt. 
Wesl OcnnanyJ. Ancr chromatoaraphy In chlorofonn: 
methanol 198:2) and chloroíornt ether f9:1J. the SIC• 
roids. wcre visullli.z.cd by sprayina whh 11nisaldchydc 
reaaent fl.O mi p-anisaldchyde. :?:.O mi 5Ulfuric acid. 
and 100 mi aJaciaJ acc1h:: acidJ allcr hcatina for .5 min. 
Spots col'Tcspondina to cach steroid standard wcrc 
placed in countin& vial'li containina 1 mi of ethanol. 
5hakcn for 2 min. and then S mi of countana solution 
was addcd to each vial and thc samp/es wcrc D.$S01ycd 
for radioactivity in a liquid scintillalion spec1romc1cr 
IPacka.rd Tri·Carb ::?:6601. The counting cfficicncy for 
JH was 4Si:t and qucnching was corn:c1cd in ali sam
ples by c11;1cmal standardi.za11on . .5Q·Rcdu1:r;ue activ· 
it)I ... as calculated from the pcrccntagc of radh.>a.::11vcly 
lat-c-Jcd 'a-rcduccd metabolite ... taking mio 11ccount 
recovery. blank valuc ... and specific acli\'il)' of l'HJT 
10 unfa.beh:~d T. Rcsult"' v.erc cxprcs .. cJ ª" pmolimg 
pro1einlhr fpmol/mg:P/hrl. VaJue5 of 1i.·_ and i· ...... wcrc 
dcn,,,·cll írom Eadic-Hof'!otC'e plol"' 1Zi\1n .&nd Waud. 
t9S.::1. Prolein concen1ra1ion"' were dc1cnnmcd b)· thc 
mc1hod of Bradfort.I (19761. 

Jdentificatfo,i of Radioactfre 5a~DJIT 

hola1ion and r.ldiochcm1cal pun1y of 1hc radmctivc 
5a·OHT ""'ª"' ach1evcd by a rcvcr .. c i .. 01opc d1lution 
1cchn1quc which includC"d (al .. ucce.,,,.ivc rcct')stalllza· 
1ion5 to oblain conHant "'pccific acu .. i1y l'!or acll. and 
tbJ idcntical bcha\ ior 10 lhal o( 1hc stcru1d .:amcr'> in 
1v.·o diffcrent thin·la)·cr chroma109raphic S) s1cms 
fchlorofonn:mcthanol. 98:.::: chloroform:c1hcr. 9: 11. 
Thc!ie sys1cm .. allov.cd aood scparalion of -'a·DHT 
from othcr Hcroid .. : R~ .. ·alucs ofO . .::!I. 0.35. O.~. 0.-Mi, 
0.61. and 0.71 wcrC" rc.,,pc.:t1\.C'I)' obtaincd for Ja.1JiJ 
androstancd1ols. T. !'l!J·DHT. Sa·DHT. andro,.tcncdi· 
onc. and !la-andro .. tancdionc. 

Statistics 

Data ... ere anal)zcd by ASOVA table forcomparin~ 
K lrcatmcnts follo ... cd by a mulliple l confidcncc in
ler'nl.IS proccdure 1Bhattach.J.r)·)a anJ John .. on. 1977J. 

Rllw0A /solation and /\lortlrern 
Blot Ana/ysis 

Total cellular RNA was isola1ed by thc auannfinium 
thiocyanate method ICa1hala n uf .• 19831. AliquOl!i (l!'I 
..,.¡;) of total ccllular RNA wcrc denaturcd bcfore elec
trophore!iis by addina fonnalJeh) de and fonnamide to 
lina.I c;:oncenl1'3110ns o( 6 and .io<:c. in MOPS buffer (~O 
mmoL lncr MOPS. pH a.o. $ mmolllitcr "Sodium ace
uuc. 1 mmoL1itcr EDTAJ anl:I by hC"alina lhc mi11.turc 
Cor l!I min at 70'". The dcn::uurcd R:-.:"A .. amplcs ""ere 
scp:arated in I~ ai;aro\e-foJnnaldeh)'dc cont11inins 
¡:els. Electrophorci.i"' was pC"rfonncd in MOPS buffer 

al 40 V for 4-6 hr :u room 1emper111ure. RSA ""'ª"' 
1ran,.ferrcd 10 hybridiza1ion 1rantofer mcmbrane\ 
{GencScreen, Duponl. Bo .. 1on. MAJ and bakcd al so• 
ror 90 min. Thc nhcrs were rinscd in ::!:x SSC and 
prehybridizcd ovemi~I in a toolulion c;:ontainina 6x 
SSC. 0.:5% sodium dodccyl sulfate ISOSJ. 'x Dcn
hardt'"' reaacn1. 100 ..,.¡;!mi dcna1urcd. íraamented 
salman spcnn OSA. and 50'iT. vlv.fonnumide. Mem
branes werc hYbridized lo cDNA probes which werc 
1 .. belcd wnh np by random priming:. The probc uscd 
wa\ a cDNA cotTe.,,pondma to 1hc (l.lll·lcn¡¡:lh mRSA 
for human 5n-rcductase lypc 1 fk1mJIY providcd by Dr 
O. W. Ru-s\cll. Uni~crsny oíTcxa .. 1. Aficr h)bridiJ:.it· 
"º""' 118 hr at 4:?• in "'hak1na water bathl. 1he fihcri. 
... ere rin .. ed in :?>< SSC DI room 1empcl'3IUre and 
washcd twic;:ccl:5 mini in O I>< SSC-O.J<;:f SOSat !'iO-. 
!\1cmbranes ""C"re uutor;.u.lio¡¡:raphcd by c'po-sure to 
Kod.ik X-OMAT AR film\ 1Ea.,,1m11n Ko...t.1k. Roche,.. 
1er. NYI with 1men..,1f~1na \crcens at - 70'. 

AESULTS 

To determine thc optimal conditions for 
thc measuremcnt of !in-rcduclase activity. 
a number of ;,, l'ilrv assays were done using 
wholc homogenates of Harderian glands 
from intacr animaJs. The identification of 
[lHJ5a.-DHT after tissue incubations with 
[lHJT was achievcd by successive rccrys
tallizations to a constant sp act (Table 1 ). 
A!> shown in Fig. 1. maximal conversion of 
T to its 5a.-r-educed derivatives by glandular 
homogenates Wa!> achieved al acid pH (5.5) 
in both male and female tissucs: thus. the 
enzyme activity decri=ascs whh increasing 
pH. reaching the Jowcst vaJues at basic pH. 
The results also suggcst highcr 5a-

TABLE 1 
RECRVST.'\LLIZ\.TION 0 ... T ... DF JSOLATED 

'a·Dlli'l"DROTESTOSTCRONE FRO~ HARDERIAN 
GLAND TISSUES .'\FTElll ffl l'itro INCUbATION 

WITH J1H]T 

:5a·OHT 

1 H Cf') slallization 
:?nd Cr)'\talli~ation 
Jrd crystalliz:i.tion 

!ip aet JH dpm/m~ 

8'8 ... 
so:: 

!'-fother 
liquors 

7:?8 ,., 
'"" 

.. Spccific ac1i.,,ity of crys1aJ.,, {dpm.1ms ca.rricrl. 
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BOO 

MALE FEMALE 

600 

4.5 s.s a.s T.!5 e.a •.s 15.5 e.s 7.5 a.s 
pH 

Fto. l. Schematu: diaa;ram of the relation bet .... ·cen pH and .Sa.·reducta'!l.C activity in ciurucu, of 
Hardcrian &l:md of adull intact ham'!l.lcn.. Ti'!losucs of male,. and fema.les wcrc homo¡tcnizcd in Tris
citnue (0.1 mol/1iter) bufTcr and Sa-rcductase activily v.as ilU.!1.a)·ed at van•ina pH as dc'!l.cribcd in thc 
tc:.ot. ln both cases. cnz)·matlc rcaclion dc'1clopcd prcfercntially al pH 5 . .S. A lot of'!loix alam.tl> wa!> U!l.ed 
for ea.ch detcnnination. VaJucs are mean"' :; SE'.'lot. 

reducto.se activities in fema.le than in mate 
glands. 

Whcn thc ctTcct of NADPH upon 5a
rcductasc activity was cxamincd in glandu
lar homogcnatcs from intact hamstcrs. it 
wns found \hat cnzymc activity incrcased 
alongside incrcascd cofactor concentra
tions (Fis. 2) but in addition. ccrtain meta
bolic diffcrcnccs bctwccn males and fc
malcs wcrc apparent. ln the abscncc of 
NADPH 5o.-DHT was thc main bioconver
sion product of T in both tissuc5 studicd. 
whcrcas thcrc was vcry litlle fonnation of 
Ja/3'3 androstancdiols. In ali cases thc for
mation of 5a.-rcduccd metabolites in fcmale 
glands was grcatcr than that obscrved in 
malc glands. Thc addhion of incrcasing 
conccntrations of cofactor to mate homogc
natcs produccd a parallel increasc in thc 
DHT and androstanediol formation. On thc 
contr.1.ry. thc addition of modcratc orlarse 

amounts of NADPH (0.0.5~1.0 mmoVli.ter) 
to the fcmale homoscnatcs resulted in a dis
parity of androstancdiols production with 
rcspcct to DHT. it bcing more evidcnt at 
high conccntrations (sce Fig. 2). Thus. thc 
apparcnt drop in DHT coincided with a 
gradual increasc in thc formation of andros
tancdiols. Sincc thc DHT/androstancdiols 
ratio was highcr in homogenatcs containing 
no cofactor. thc addition of NADPH to in
cuba tes was omitted in furthcr cxpcri
mcnts. 

Thc cffcct of substratc concentrations on 
the 5a.-rcductase activity of Hardcrian 
gland from intact hamsters is shown in Fig. 
3. The cnzymc activity increased with in
creascd substrate conccntrations. Thc ac
tivity rcachcd ncar maximal values al 7 to 
:!O µ.mol/liter of testostcrone in males as in 
fcmales. Thc K.,. of this enzyme. for testos
tcronc was 4.6 = l.2 (~SD) x 10- 6 Al in 
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F1G. 2. EfTcct oí NADPH on 1he con,,.cn.ion of 1 'HJT to Sa-reduccJ produCl'!i of Hardcriotn stand 
homosenatcs. Ti'!i'!iUCs ... ere homoacmzcd m Tri\.-Ciln11c buffer. pH S.5. and .:i;a-rcducta'!ic activny Wa'!i 
~saycd at vary1ns conccntration'!o of NADPH. lncubation mbtturc'!i wcrc prcparcd as dc'!i.cribcd in thc 
tc:>lt. Aftcr mcubauon -Lamplc'lo wcrc anal)·zcd for r.adioactivc Sa-dih)cdrotcstoucronc and )Q·IPJ· 
andro'!itam:dioh lAd1oh.I. " - 4 11nimal'!i per SADPH conccntration. Valuc .. are mean<; ~ SO. 

remates and 4.2:::: 0.39 (:!:SO> x 10- .. ,\/in 
males. as cstimatcd from Eadie-Hofstce 
plots. whcrcas the mean V mou. was about 
10-fold higher in femalcs (2.8 :!::: 0.67) 
(:SO> (nmol · mg protcin- • · hr- 1) than 
in males (0.289 = 0.0~9 nmol · mg pro
tcin -1 • hr- 1 ). 

To invcstigatc whcthcr scx stcroid hor
monc lcvcls account for this differcncc. the 
cnzymc activity was mcasurcd in glands 
from ca.stratcd hamstcrs ac; wcll as in glands 
obtaincd from ovaricctomizcd animals 
trcatcd or not with androgcns. As shown in 
Fig. 4. orchidectomy for diffcrcnt time pc
riods results in a gradual increasc of thc 
Hardcrian Sa·rcductase activity. which af
tcr 32 days rcachcd valucs (54.S = 64 
pmol • mg protein- 1 

• hr- 1
) similar to 

thosc round in glands from intact fcmalcs 
(S06 :: 37 pmol · mg protcin - 1 

• hr- 1
). Thc 

cnzymatic activity wa~ unchangcd in :::!-l-hr 
castrated males. but significant changcs 
wcrc observcd at 7. 17. and 3:?. days post-

castration (P < 0.002), secmingly in a timc
dcpcndent fashion. 

Figure 5 shows that whcn ovariecto
mizcd fomalcs wcre treated with androgcns 
for several consccutive days. thc Harderian 
5a-rcductasc activity fcll aftcr t wcck, 
reaching malc intact valucs. Thus, the ad
ministration of androgcns for 21 consccu
tivc days lcd to thc lowe~t cnzymatic activ
itics. whercas at 1 day of trcatmcnt no 
changes wcrc obscrvcd. In this regard, T 
and DHT wcrc cqually ctTectivc. To vcrify 
that such cffccts wcrc dueto cxogenous an
drogcns. a group of nontrcatcd spayed ani
ma.Is was includcd as control; uncxpect
cdly. ovariectomy al o ne rcduced Harderian 
5a-rcductasc activity. but it v.1as less pro
nounced comparcd with thc treatcd groups. 

Beca.use thc Hardcrian Sa-rcductase ac
tivity was low in intact males and spayed 
androgcn-trcatcd animals but incrcascd in 
Jong-tc:rm castratcs. it may be concludcd 
that androgcn levels regula.te the cnzymc 
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F10. l. !IUL·Reduct.ase ac1iv11y in Harderian slands ofmalc 10) and ícmale te) hamsten a!l a íunction 
oí the subsU••te (tcsto1'teronc) conccntration tinscn) and transfonnalion of thcse value!o to Eadie
Hofstcc plou •. Thc incubation conditions werc outlincd in lhc tcxt usin¡¡ scvcn 1cslO!llcrone concen-
1nationa ranaing írom 1.0 to 30.0 ... mol/litcr. Each point is thc mean or 1wo ini;:ubation mixtures from 
a sinale tiss.ue homoscmue. 

exprcssion. To a-,;'iess whethcr this rcgula
tion occurs al gcnomic levcl, mRNA lcvcls 
werc dctcrmined in glands from intact and 
orchidcctomizcd ham?>tcrs. \.\!hcn glandular 
prcparotions of intact animals wcre u sed. 
the Sor.-reductase cDNA probe hybriJized 
to an mRNA of approximatcly :?.5 kb (Fig. 
6); thesc bands showcd charactcristics sim
ilar to those Sa-rcductases spccies found in 
other rodent tis~ucs {Vigcr and Robaire. 
1992). Interestin~ly. thc Sor.-rcductase 
mRNA lcvels progressivcly incrca!>cd aftcr 
castration. 

DISCUSSION 

Thc prescnce of a Su.-reductase in Har
derian glands of adult Syrian hamsters is 
reponed. This enzyme displays a clear sex
ual dimorphism with rcspect to its activity. 

bcing much greatcr in females than in 
males. Data also indicatc thc physiological 
regulation of its cxprcssion is at lcast mc
diatcd by androgens. 

The stcroid Sa-rcductasc (EC l .3. J .22) 
catalyzes thc N ADPH-depcndent reduction 
of 4-cne-3-kcto steroids to thcir corre
o¡ponding Su.-dihydro-3-keto steroid:!>. This 
enzymc is widely di!>tributcd among diffcr
ent tissues and organisms. Thc best-known 
role of Sa-rcductase is thc rcduction of T to 
Sa-OHT at target cells {Labric et al .. 1992). 
Early biochemical studies suggested the ex
istencc of multiple Sa-reductascs in rcpro
ductivc and periphcrnl tissucs of mammals 
(Ooñman and Ungar, 1965); to date. two of 
thcse isocnzymcs (1 and 11 in human I 1 and 
2 in rat) have been isolatcd and cloned 
<Andcrsson and Russcll. 1990; Andersson 
et al .. 1991). The isozymcs ofrat. idcntified 
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as type 1 and typc :?. are protcins of:!SS and 
2:54 aminoacids in length. and they diffcr in 
their kinctic propcrtics. pH optimas. cx
pression lcvcls. and scnsitivity to ccnain 
inhibitors (Andcrsson et al .. 1989: Nonn
ington and Russcll. 1992). The numher of 
genes and/or 5o.-rcductase isoenzymes 
prcscnt in thc hamster are not known; how
cvcr. the enzymc of the Harderian gland 
sharcs ccrtain functional charactcristics 
with thosc dcscribed for thc rat ioscn
zymcs. Undcr thc experimental conditions 
employed the Harderian cnzymc has an 
acidic pH optimum of 5.5 (as for thc rat 
ioszymc type 2). Studies in hamstcr andro
gcn-scnsitive tissucs. such as thc sebaceous 
gland or testicle. revcalcd that the Sa
reductase dcvelops ma:c.imal activity at pH 
values of 8.0 and 7.4. rcspcctively (Taka
yasu and Adachi. 1972; Furubayashi et a/., 
l98Z). In contrast. thc conversion of T to 
DHT by Harderian gland homogcnates was 
low or almost undctcctablc at neutral or ba
sic pH (Fig. 1); in thc former. T was pref
crentially converted to ~·-androstenedione 
(data not shown). indicating a 17'3-
hydroxysteroid dehydrogcnnse activity. 
The fact that the maximal 5a.-reductase ac
tivity developed at an acidic pH strongly 
suggested lhe occurrcncc of a single en
zymc within this glandular structure. The 
kinetic parameters support this view. 

As expccted, thc addition of NADPH to 
incubation mixtures cnhanced enzyme ac
tivity. but the cffect of cofactor markcdly 
diffcrcd in males and femalcs. ln thc ab
scncc of cofactor. the formation of DHT 
was scvcral-fo1d greater in females than in 
males although in both cases the accumula
tion of 3a/3'3-androstancdiols was low. 
Whcn concentrations of cofactor wcre in
creascd from SO to 1000 µ.mol/litcr. thcre 
was an apparcnt increment in thc formation 
of total Sa-rcduced metabotitcs (Fig. 2). 
Howcver. in ma.le tissues, thc ratio DHT/ 
androstanediols remained unmodificd at ali 
conccntrations assaycd. while in fcmale 
glands this ratio diminishcd drastically at 
thc higher concentrations, and a large per
centagc of Sa-rcduccd steroids was recov
crcd as 3a/3'3 androstanediols. Thc accu
mulation of androstancdiols in thc incu
bates containing high concentrations of 
NADPH may be cxplained by an incrcase 
in thc activity of 3a/3~ steroid ketoreduc
tase cnzymcs. Fredcrikscn and Wilson 
( 1971) reponed similar rcsults using puri
fied nuclear fractions from rat ventral pros
tate. Thus. to avoid further conversion of 

" El··-
l 
f 
1 .. 

Fto. 5. So.-Rcduct:u.c activity in Hardcrhm ir.lands 
of spaycd hamstcrs trcatcd with androacns. Ovariec
tomized animah, (OV AX) received either teslosteronc 
mor So.-dihydrotcstoslcrone (DHT> far l. 8. and 22 
days (l.D m&/day se). Gla.nds from intact males UM), 
intact fema.les (JF). and OVAX vehicle-treated ham
,.tcrs (V) ,.ervcd as control (rt • "'anima.Js per sroup). 
Value,. are mcans ~ SD: '"P <O.DO:?. comparcd with 
IM: • P < 0.00:?. compared with vchicle•treatcd 
aroups. 
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Sa.·DHT into androstanediols thc kinetic 
measurements of thc cnzyme were as
sesscd without e:-<.ogenous cofactor. 

The apparent K'" values far tc'.'>tostcrone 
in malc and femaJe glands were similar 
to those rcportcd in other androgen
rcsponsive tissucs of thc rat (~tanini. 
198:?>. dog (Liang et al .. 1985). macaquc 
(Rcsko et al., 1988). and man CLiang et al .. 
1985; Andcrsson and Russell. 1990). ln this 
rcgard. the Hardcrian enzymc rcsembles 
thc rat ioszyme type 1. According to the 
Eadic-HOf!'>tce plot!'>. thc mean \-·m .. ,. value 
in fema.les was 9- or 10-fold above that in 
males (Fig. 3) indicating that thc fema.le 
gland contains more 5a-rcductasc activity 
than do thosc of male hamsters. 

lntcrestingly. thcrc are also rcported sex
rclatcd diffcrcnces in thc activity andlor 
exprcssion of othcr imponant glandular 
enzymcs. such as thc 5-aminolevutinatc 
synthasc (Thompson t•t al .• 1984~ Mcncn
dcz-Pclaez et al., 1991). N-acctyltransfcr
ase. and HlO!\fT {Mcnendcz-Pclaez et 
al .• 1988). as wcll as in the numbc:r of bind
ing sites far 3.5.3'-triiodothyronine (Vilchi~ 
et al., 199:!). mclatonin (~tencndez-Pclacz 
et al .. 1993). nitrcndipinc (Kumar c.•t al .. 
199:!). and iodopindolol crangerl et al.. 

19!S91. E ven if other nonsteroidat hormones 
afTcct the glandular activity. most of thcsc 
diffcrcnccs appear to be determincd by thc 
circulating leveh of androgens. 

Thc prcscnt "iOtudy shows androgens to 
regulatc to a largc cxtent the activity of 
thc Hardcrian enzyme. Cuncntly. Sa-rc
ductase activity in intact males was about 
onc-fifth that of intact fema.les {116.0 vs 
506.0 pmol/mgPthr). This condition could 
be revcrscd by modifying thc hormonal sta
tu!> of the animals ( Figs. 4 and 5). Thus. 
5a-reductase activity incrca~cs following 
androgcn withdrawal in such a way that 
castration for 4 wccks produccd female val
ues of thc cnzyme (544.4 pmol/mgP/hr). An 
activation of thc 5a-rcductasc of the scba
ccous glands after orchidcctomy has also 
bccn obscrvcd in Syrian hamsters. ln this 
rcgard. ca!'>tration of mate rats induces a 
!>imilar change in hypoph~·sis and livcr 
(Dorman and Ungar. 1965; Manini. 198:?). 
but not in accessory scx organs (Georgc et 
al .. 1991). suggcsting tissue-spccific rcgula
tion of thc 5a-reductasc. Thc proposal that 
the 5o.-rcductasc activity of the Harderian 
glanJ depcnds on circulating androgens 
""a?> furthl.!r ?>Ubstantiated by thc Ob!->Crva
tion that in .,payed hamsters c,_ogenous T 
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or Sa.-DHT brings about mate lcvcls of thc 
cnzymc in thc gland (Fig. S). 

On thc othcr hand. thc fact that ovaricc
tomy alonc modcstly dccrcases the cnzy
matic activity suggcsts thc participation of 
othcr factors in thc rcgulation of thc So.
rcductasc of thc fcmalc. Thc obscrvation 
that &-aminolacvulinic acid synthctasc ac
tivity is significantly rcduced in glands from 
tong-term ovaricctomizcd hamstcrs sug
gcstcd that ovarian stcroids are involvcd in 
thc mctabolic regulation of thc Hardcrian 
gland fSpikc ~1 al.. 1984). 

Rcccnt studies havc dcmon::.tratcd that 
thc cxprcssion of So.-rcducta::.e in rat r-epro
ductivc tissues is positivcly rcgulatcd by 
andros:cns (Normington and Russdl. 1992). 
In turn. thc prcsence of 5a.-DHT, but not T. 
incrcascs thc quantity of 5o.-reductasc 
mRNA lcvcls (Gcorge e1 al., 1991). On thc 
contrary. thc prcsent rc"ioults suggcst that in 
thc hamstcr Hardcrian gland. androgcns 
ex.en a ncgative control: sine e thc activity 
and thc tcvcls of mR!'-lA of the cnzyme in
crcase with castration. this may panially 
cK.plain thc gcnder-a!'>sociatcd diffcrcnces in 
5a-rcductasc activity, The finding in this 
study of a functional 5a-rcductase in the 
Hardcrian glands of Syrian hamstcrs sug
gcsts that androgcn actions upon this 
intraorbital organ are elicitcd by Sa
dihydrotcstostcrone in the "ioamc way as 
those that occur in androscn-depcndcnt tis
sucs such as thc pro'lotate. 
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A fin de investigar la distribución celular del receptor de andrógenos (RA) en la GH. se 

llevaron a cabo estudios inmunohistoquimicos utilizando anticuerpos específicos anti-RA 

y el método de avidina-biotina-peroxidasa descrito por Sar (1985). 

Se analizaron con.es de tejidos congelados (8-10µ). obtenidos de animales adultos intactos 

y de animales gonadectomizados por 72 horas. 

Para la detección del RA se usaron anticuerpos policlonales (AR-52 y PAl-110) 

generados contra secuencias de Ja región amino-terminal de Ja proteína (Sar et al •• 1990; 

Chang et al .• 1989). En el ANEXO de la r:esis se describe el método en detalle (IX). 

El análisis inmunocitoquimico mostró reactividad especifica para RA en el tejido 

Harderiano de hámster y rara. Los resultados indicaron que en los animales intactos 

(Figs. 6A y 7A). el RA se localiza preferentemente en Jos núcleos de las células 

alveolares. La intensidad del marcaje mostró un patrón de tinción uniforme en la región 

nuclear y perinuclcar de tas células acinarcs tipo 1 y tipo 11. 

En preparaciones glandulares de animales gonadectomiz.ados se obtuvieron resultados 

similares. indicando que ta castración no modifica el contenido ni la distribución del RA 

(Figs. 68 y 7C) de la glándula. 
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F1aura 6. Detección inmunohistoquimic.a del recepmr de andrógenos (RA). eo glanduJa Ha.rderiana de 

hámster. Cones de tejido congelado (8µ) fueron tetlldos por la tecnica de la Avidina-Biotina-Peroitidasa 

(Sar. 1985). usando anticuerpos policlonalcs anti-RA (AR-32). Tejido de macho intacto CA). macho 

castrado (8). Sección de tejido prosd.tico CC) procesado en paralelo (Control). Nmcse el intenso marcaje 

nuclc:ar en las preparaciones. X250. 
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Fisura 7. Detección inmunob.istoquimica del receptor de andrógenos (RA) en glándula Harderiana <GH) 

de rara. Secciones de tejido congelado (10µ) de macho intacto <Al y m.acbo castrado (C) fueron 

inmunoten.idas por la tecnica de Avidina-Biocina-Pero~idasa (Sar. 1985). usando anticuerpos polii:lonales 

anti-RA (PAl-110). Cone de GH (macho inc.acm), procesado en ausencia de anticuerpo anti-RA (8), 

Notese la intensa tincióo nuclear en A y C. Acumulo de porfiriuas c•J. X::!SO. 
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VII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

No obstante su amplia distribución filogenética y del número de funciones en las que 

parece estar involucrada ta glándula Harderiana (GH). se sabe relativamente poco acerca 

de los factores que intervienen en su regulación. A decir de algunos autores. el estudio 

de la GH se encuentra en una situación muy parecida a la que se encontraba la pineal 

hace tres décadas (Weeb et al.. 1992). Varias lfneas de investigación han señalado que 

la GH esta bajo influencia hormonal (Olcese y Wcsche. 1989). La información 

acumulada ha sugerido que las hormonas esteroides (HE) desempeñan un papel relevante 

en el control endócrino de este órgano (Payne. 1994). 

Los resultados del presente trabajo apoyan la idea de que las HE tienen efectos directos 

sobre la glándula de Hardcr. La identificación de sitios de unión de alta afinidad para 

andrógenos. estrógenos. progestágenos y glucocorticoides en un número de especies. 

sugiere que gran parte de los efectos hormonales son ejercidos a nivel genómico y por 

lo tanto están mediados por receptores intracelulares específicos. Los datos mostraron 

marcadas variaciones en cuanto a la presencia. concentración y expresión de cada 

receptor. lo cual concuerda con la diferente sensibilidad hormonal. que exhibe la glándula 

Harderiana de los vertebrados. 

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

acuvidades biológicas por medio de la modulación de la expresión 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 proteínas solubles 

encontradas en las células de vertebrados e invertebrados que unen esteroides gonadales 

y adrenales. así como un número indeterminado de ligandos aun no identificados 

(Carson-Jurica et al .• 1990; Mangelsdorf et al .• 1995). En el modelo clásico de acción 

de las hormonas esteroides. se establece que los esteroides difunden a través de la 

membrana plasmática y se unen a receptores citosólicos y/o nucleares en la célula blanco. 

La unión del esteroide al receptor induce cambios conformacionales que facilitan la 

dimerización. el importe nuclear y la interacción con elementos de respuesta hormonal 

del ADN que culmina con la regulación de la expresión génica. De esta forma los 
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receptores de esteroides actúan como facmres de transcripción ligando-específicos, 

dirigiendo la síntesis de proteínas (Yamamoto. 1985: Evans. 1988). 

Si bien se conoce poco acerca de los procesos moleculares que operan a nivel glandular. 

la expresión de receptores funcionales en varias espécies. sugiere que estas proteínas 

intracelulares desempei\an un importante papel fisiológico en la regulación de la glándula 

Harderiana. Los repones de Christensen y Dam (1953) y Woolley y Worley (1954) en 

Jos que se describe que Ja GH del hámster exhibe un marcado dimorfismo sexual y que 

Ja gonadectomfa en el macho es acompaftada por cambios morfológicos en esta estructura 

orbital representan posiblemente los primeros indicios de su control androa~nico. 

Estudios posteriores mostraron que tanto la apariencia histológica (Hoffman. l~l: 

CJabough y Norvell, 1973: Paync et al •• 1979: Lin y Nadalcavukaten, 1979: Sun y 

Nadakavukaren. 1980). como la actividad metabólica de la gl4ndula de roedores (Boas 

y Bares, 1954; Hoffman, 1971: Payne et al., 1977: Lin y Nadakavukaren. 1979, 1981: 

Hoh et at •• 1984) podían ser mantenidas con andrógenos. indicando asr su participación 

en estos procesos. 

En el presente trabajo se demostró la presencia de sitios de unión especlficos para 

andrógenos. usando DMNT[3 H] como ligando. El RA citosólico exhibe una constante de 

disociación (Kd) aparente de 3.0-8.0 nmolll. con una capacidad máxima de unión de 80-

125 fmol/mg protelna. Este receptor es altamente específico para andrógenos. ya que solo 

los esteroides que poseen actividad androgénica intrínseca (DHT. DMNT. 19-

Nonestosterona y Rl88J) compiten por los sitios de unión de andrógenos. mientras que 

otros compuestos como progesterona. dexamecasona. DHA y tamoxifen fueron inactivos. 

Se observó también que Ja feromona Scr-16-androsten-3-ona no interacciona con el RA. 

no obstante su captación ha sido reportada en la GH de la rata (Brooksbank: et al .• 1973). 

Las propiedades de sedimentación de este receptor en gradientes lineales de sacarosa 

muestran un coeficiente de sedimentación de 8-9S en la glándula de animales 

gonadectomizados de ambos sexos (Vilchis y Pérez-Palacios. 1989). 

Cuando el RA es marcado con Sa-OHT[3 H]. el complejo hormona-receptor exhibe 

caracterlsticas de unión idénticas a las descritas para DMNTf'H]. Las concentraciones 

citosólicas del receptor no fueron afectadas por la castración. así las glándulas obtenidas 

3, 30 y 60 días después de la gonadectomia muestran niveles similares de RA. 
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De estos datos se puede concluir que el RA de la glándula Hardcriana del hámster juega 

un papel determinante en la expresión de los efectos fisiológicos que requieren de la 

interacción con el genoma. Este papel mediador podr{a ser similar al descrito 

previamente en otros órganos andrógeno-dependientes. 

Aun cuando varios reportes sugieren que el RA. y en general los receptores de esteroides 

son protelnas nucleares (Evans. 1988; Carsson-Jurica l!t al .• 1990; Beato l!t al .• 1995: 

Mangelsdorf et al •• 1995). la localización subcelular de estas protelnas se ha cuestionado 

ampliamente (Guiochon-Mantel n al .• 1989; Jacobson l!t al .• 1995). 

Con la utilización de anticuerpos monoclonales y/o policlonales. en estudios 

inmunohistoqulmicos y de couansfección se ha establecido que los RA tienen una 

localización predominantemente nuclear en presencia de hormona y citoplasmática cuando 

el ligando esta ausente (Simental l!t al .• 1991). lo cual conlleva a aceptar que se pueden 

encontrar tambi~n el citoplasma celular. 

Si se considera que los RHEs son sintetizados a partir de un ARN mensajero simple 

(Carsson-Jurica n al .• 1990). que el esteroide es esencial para la activación del receptor 

y su subsecuente internaliz.ación al núcleo (Truss y Beato. 1993) y que se han 

identificado secuencias de aminoácidos básicos {o signos de localización nuclear) que 

mediante el impone nuclear de los diferentes receptores {Simental et al.,. 1991) es 

permisible validar la caracterización de estos. en la fracción soluble celular. 

Sin embargo. en base al hecho de que la castración modifica la distribución del RA solo 

en tejidos andrógeno dependientes (Sar et al ... 1990). se consideró de interés estudiar lo 

que ocurre en animales cuya glándula exhibe una diferente sensibilidad a los esteroides 

gonadales. 

Los datos histoquímicos aqul presentados {Figs. 6 y 7, RESULTADOS). confirman Ja 

presencia de un RA inmunoreactivo en la GH de rata y hámsler. Se observó que este se 

localiza principalmente en ta región nuclear y perinuclear de los acinos glandulares. En 

las preparaciones obtenidas de animales intactos y castrados. las células alveolares 

mostraron un patrón de inmunotinción muy parecido, lo cual sugiere que las 

concentraciones de andrógenos no modifican ta distribución ni el contenido del RA en 

la glándula Harderiana. 

Aunque en la mayoría de las especies. la testosterona {T) representa el principal 
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andrógeno circulante, está bien documentado que sus efectos a nivel órgano blanco son 

mediados por la So-dihidrotestosterona (Sa-DHT). Ya que la conversión enzimática de 

T a Sor·DHT es un prerrequisito para la inducción de respuestas hormonales (Witson et 

al •• 1993). en éste trabajo se examinó la e11tprcsión de la Sor-esteroide reductasa en la GH 

del hámster. usando T[3 H) como sustrato (Vilchis et al .• 1994). Los resultados mosttaron 

un patrón dimórfico en la actividad de la enzima Harderiana. De acuerdo a tos valores 

de su velocidad máxima relativa. la actividad enzimática fue diez veces mayor en 

hembras (Vmax=2.8 nmol/mg protelna) que los machos (Vmax=0.289 nmol/mg 

protelna). Se observó que la administración crónica de T o DHT a hembras 

ovariectomizada induce una disminución significativa en la reductasa Harderiana. En los 

machos. por et contrario. la casuación incrementa en forma gradual la actividad de la 

Sa-esteroide reductasa, as( como los niveles de su ARNm (Vilchis et al •• 1994). 

Conociendo que en tejidos reproductivos ta e11tpresión de esta enzima es un proceso 

mediado por et RA. los resultados aqu( mencionados permiten sugerir que los andrógenos 

modulan la transcripción de la Sor·reductasa Harderiana. ejerciendo un efecto represor 

sobre la expresión de su ARN mensajero. 

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

por los andrógenos en la GH. Mediante procesos similares se pO<lr(a también explicar la 

marcada influencia de los andrógenos gonadales sobre la actividad de la ALA-sintetasa 

(Menéndez-Pelaez et al .• 1991; Rodríguez et al .• 1993) y otras enzimas relacionadas con 

la biosfntesis de porfirinas (Thompson et al .• 1984). de la N-acctilaansferasa (Buzzel et 

al .• 1990). hidroxiindol-0-metiltransferasa (Menéndez-Pelaez et al .• 1988). isovaleril

acil-CoA deshidrogenasa y 2-metil-CoA dcshidrogenasa (Buu.ell et al .• 1997). asl como 

las diferencias encontradas en el número de sitios de unión para melatonina (Me~ndez

Pelaez et al .• 1993). triiodotironina (Vilchis et al •• 1992). dihidropiridina (Kumar et al .• 

1992) y receptores B-adrenérgicos (Pangerl et al .• 1989) y en el contenido intraglandular 

de melatonina (Hoffman et al .• 1985). somatostatina (Puig-Domingo et al .• 1988) y 

hemoprote(nas (Vilchis et al .• 1996). 

El receptor de andrógenos ha sido también identificado en la GH del conejo y otros 

roedores donde se ha documentado influencia endocrina. como en la rata. cobayo y ratón 

(datos no publicados) y presenta propiedades de unión muy parecidas a las encontradas 
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en el há.mster. 

Los efectos androg~nicos sobre la GH de aves .. reptiles y anfibios han sido estudiadas 

solo en forma esporádica. En las aves por ejemplo Baba y cols. (1988) reportaron que 

la T reduce las concentraciones intraglandulares de inmunoglobulinas. En el presente 

estudio se muestra la presencia de receptores cspccU"icos de alta afinidad en la GH de 

paio (Anas plazyrlaynchos) y el pollo (Gallus domesticus). Las concentraciones del RA en 

la glAndula aviaria son similares a aquellM encontradas en la GH de roedores. El RA 

cilOSólico parece ser mas abundante en gh!.ndulas de pollo (144.0±7.0 fmol/mg proteína) 

que en pato (44.0±4.8 fmol/mg protefna) aunque su constante de disociación aparente 

(Kd=l.0±0.16 vs 1.0±0.19 nM) fue id<!:ntica en ambas especies (Vilchis et al .• 1991). 

Resultados preliminares sugieren la existencia de RA en la glándula de reptiles del género 

Lepidochelys y Phrynosoma .. sin embargo en un estudio experimental en el que se utilizó 

testosterona r'HJ como ligando .. no se pudo detectar unión específica en Podareis s. 

sicula (Chieffi et al.. 1992). d"'lstria y cols. (1989) han demostrado en anfibios la 

presencia de RA en glándulas de Rana esculenza. se vio que la concenttación del receptor 

es mas alta en hembras que en machos. En esta misma especie la testosterona parece 

regular a la alta el ARNm del RA glandular (Minucci et al .. 1994). En conjunto. los 

datos disponibles. indican que las hormonas esteroides con actividad androgénica inducen 

un número de efectos regulatorios sobre la morfología y fisiología de la glándula 

Harderiana de los vertebrados y subrayan la imponancia de los receptores intracelulares 

en Ja mediación de estos efectos. 

Los estudios experimentales encaminados a establecer la participación de los esteroides 

ováricos en el control de la glándula Harderiana han producido resultados contradictorios. 

Así. mientras en algunas especies la administración de progestcrona y/o progestinas 

relacionadas. inducen marcados efectos sobre la estrUctura glandular (aves) .. en otras 

especies (roedores) estos compuestos parecen estar desprovistos de actividad biológica 

significativa. Por ejemplo. en las ratas hembras, la administración de progesterona no 

afecta ni el peso (Lorincz y Lancaster. 1957) ni la concentración del pigmento glandular 

(Ulrich et al... 1974). Aun mas. la administración crónica de noretisterona (una 

progestina sintética muy potente). parece no inducir efectos significativos sobre la 

glándula de la rata (Maiti y Sahu. 1981). Aunque varios autores han subrayado la 
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importancia de los esteroides ováricos en la regulación de la glándula del hámster (Moore 

et al .• 1977; Payne et al .• 1979; McMaster y Hoffman. 1984; Spike et al .• 1985. 1986) 

y otros roedores (Shirama y Hokano. 1992). no hay evidencias sólidas que sustenten la 

función de la progesterona (per se). en estaS especies. por to que al parecer los efectos 

observados. después del tratamiento con hormonas ováricas. son el resultado de la 

actividad combinada del estrógeno mas la progesterona. Sin embargo Shirama y cols. 

(1981) han sugerido que la sintesis de porfirinas en la glándula del ratón esta regulada 

por progesterona. Ellos demostraron un incremento importante en el contenido de 

pigmentos después de la administración de progesterona a animales adrenalectomiz.ados 

y ovariectomiz.ados y mostraron que este efecto podfa ser revenido por la administración 

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 esta 

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 expresión de sus receptores espectficos. 

Una de las caracterlsticas distintivas del receptor de progesterona (RP) es su regulación 

hormonal. Se han descrito dos poblaciones de receptores intracelulares. una de las cuales 

está bajo esuicta regulación estrogénica y la otra que es refractaria a los estrógenos. El 

RP estrógeno-inducible se encuentra principalmente en los tejidos periféricos mientras 

que el RP esuógeno-inscnsible parece estar confinado a ciertas aéreas del encéfalo 

(MacLusky y McEwen. 1978; Carsson-Jurica et al .• 1990). 

En estudios en la glándula del hámster adulto. usando ORG2058[1H] como ligando. se 

demostró la ausencia de sitios de unión para progestinas tanto en machos como en 

hembras (Vitchis y Pérez Palacios. 1989). Asi mismo. en animales gonadectomizados. 

el uatamiento con benzoato de estradiot fue inefectivo en la inducción del receptor de 

progesterona. 

Este hallazgo pocirta explicar en gran medida las observaciones recientes de Menéndez

Pelaez y cols (1992). en el sentido de que la administración de progesterona no modifica 

las concentraciones de porfirinas. ni los niveles de ARNm de la ALA sintetasa en la 

glándula Harderiana del hámster sirio. En estudios de unión al equilibrio. utilizando 

varios radioligandos específicos para RP (incluyendo ORG2058(3H}. R5020(3H] y 
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progcsterona (3 H]) no se ha podido detectar una interacción específica 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 preparación). 

Estos datos sugieren que la GH de roedores esta desprovista de un RP funcional. 

En contrapane. los datos experimentales obtenidos en aves. indicaron la presencia de un 

componente de unión único para ORG2058(3H] (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 concentración 

del receptor fue similar (30-60 fmol/mg proteina) y mostró un coeficiente de 

sedimentación de 7-85 (Vilchis et al .• 1991). Cuando el RP fue estudiado en animales 

pre-uatados con benzoato de estradiol. se observó. que a diferencia del oviducto. los 

niveles del RP harderiano no se incrementaron. indicando que en estas especies, los sitios 

de unión específicos de la GH son estrógeno-insensibles (Vilchis et al .• 1991). Aunque 

se ha sugerido la panicipación de los esteroides gonadales en el control de la GH de 

anfibios y reptiles (Chicffi n al .• 1992). actualmente existe muy poca información al 

respecto. Estudios preliminares de nuestro laboratorio indican que la GH de lacertidos 

y tortugas contiene un RP con características similares al encontrado en GH de cerdo y 

conejo (datos no publicados). 

Por otro lado varios reportes han sugerido que los estrógenos ováricos están involucrados 

en el mantenimiento de la glándula Harderiana (Wooltey 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 producción de porfirinas 

en el hámstcr. Además se han detectado cambios en su actividad durante el ciclo estral 

(Shirama n al.. 1981). la prei\ez y la lactancia (Payne eral .• 1979). 

Los estudios de Gupta y Maiti (1981.1983) revelaron que el estradiol 176 induce mitosis 

y también altera las secreciones y composición celular de la glándula de los patos. 

Minucci y cols. (1989) reponaron que la ovariectomía causa la desdiferenciación de las 

células glandulares en el sapo Bufo viridis. Otros reportes indican que la administración 

de estradiol a animales ovariectomizados induce solo cambios moderados en la estructura 

glandular (Boas y Bates. 1954: Ulrich et al .• 1974). 

Ya que la acción estrogénica en los tejidos blanco se ejerce principalmente a través de 
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sus efectos genómicos debería esperarse que la GH contuviera receptores intracelulares 

para estrógenos. Los datos de Weaker y cols. (1983). quienes usando una técnica 

autoradiográfica demostraron la captación nuclear de estradiol(3 H) en las células 

Harderianas del armadillo (Dasypus sp.) apoyan en cierta forma este concepto. Los 

estudios aquí presentados confirman la presencia de sitios de unión espedficos para 

estrógenos en la GH de varias especies. 

Asr. el receptor de estrógenos (RE) del hámster une 17íl-Estradiol en forma espedfica 

y presenta un coeficiente de sedimentación (7-SS). similar al reportado en otros tejidos 

estrógeno-regulados (Vilchis y Pérez-Palacios. 1989). Receptores con propiedades 

similares también se han identificado en las glándulas de rata. ratón. cobayo. armadillo. 

conejo y en reptiles como L. olivacea y Phrynosoma (datos no publicados). En base al 

hecho de que la administración de estrógenos no incrementó el contenido del RP en la 

glándula aviaria. se consideró de interés explorar las caractedsticas del RP en estas 

especies (Vilchis et al .• 1991). Los datos mostraron un componente único de alta afinidad 

para esuadiol-[1H) (K 0 = 1.6-2.4 nmol/l). cuya capacidad máxima de unión no difiere 

significativamente entre la GH del pollo (75±10 fmol/mg protelna) y del pato (60± 10 

fmol/mg proteína) y que presenta una alta especificidad (Vilchis et al .• 1991). 

Los resultados del análisis de unión sugieren que el RE harderiano posee las 

caracterlsticas adscritas a los receptores encontradas en tejidos estrógeno-sensibles como 

útero y/o la hipófisis (Vilchis y Pérez-Palacios. 1989: Vilchis et al .• 1991). 

En estudios recientes se ha descrito sin embargo la identificación de un segundo subtipo 

de RE denominado REB (Kuiper et al.. 1996: Byers et al .. 1997; Tremblay et al .• 1997). 

Se sabe que el gen del REB tiene una localización cromosómica diferente. se expresa 

principalmente en ovario y próstata y que es capaz de activar Ja transcripción de un gen 

reportero en presencia de estradiol (Kuiper er al.. 1996). No obstante. a diferencia de la 

forma alfa. el REB no estimula la síntesis del receptor de progesterona (Byers et al .• 

1997: Tremblay et al .• 1997). Estos hallazgos permiten especular que el RE de la GH 

podrla tener una función semejante a los receptores B. La presencia de RE en diferentes 

especies sugiere que estas macromoléculas están involucradas en la mediación de algunos 

efectos metabólicos de la glándula. Así por ejemplo se podrian explicar los efectos 
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estimulatorios del estradiol sobre la expresión del ARNm de la procelna harderiana 

FGH22 descritos recientemente (Varriale et al .• 1996). Aunque existe poca información 

del papel fisiológico de los estrógenos en la GH de anfibios y reptiles (Minucci et al.. 

1989: 1994). los datos obtenidos en Rana ~sculenta y Bufo viridis demostraron la 

ausencia de RE en ambas especies. así como en la glándula del lacenido Podareis s. 

sicula (d'lstria. 1991: Chieffi et al .. 1992). 

Además de las hormonas gonadales. la GH parece ser sensible a la acción de los 

esteroides producidos en la suprarrenal. De hecho. se ha reconocido a los esteroides 

adrenales con actividad glucoconicoide como moduladores de la función glandular en 

varias especies. De datos reportados se conoce que la adrenalectomfa y/o la 

administración de cortisol inducen cambios en la composición y el peso de GH (Boas y 

Bates. 1954). Asi. el tratamiento con conisol retarda el inicio de síntesis de porfirinas 

en el lumen alveolar de la rata recién nacida (Wctterberg et al.. 1970c). mientras que la 

adrenalectomía en el ratón hembra induce un incremento significativo en el contenido 

glandular de porfirinas (Shirama et al .. 1981). 

Que Jos glucocorticoides ejercen sus efectos en la G H a través de mecanismos 

intracelulares fue sugerido por et trabajo de Butler y cols. (1978): ellos demostraron la 

cap1aeión in vitro de conicosterona (3 H] por la glándula del pato doméstico. así como su 

biotransformación a 11-dehidrocorticosterona. Usando el glucocorticoide sintético 

dexametasona como radioligando. se demostró la presencia de un receptor especifico en 

la GH del hámster adrenalectomizado (Vilchis y Pérez-Palacios. 1989). Sitios de unión 

para glucoconicoides con características similares también presentes en cobayos. ratones 

y en ambos lóbulos de la glándula del conejo (datos no publicados). Estas observaciones 

favorecen la opinión de que los efectos de los esteroides adrenales sobre la GH son 

ejercidos vfa sus receptores intracelulares. y podria explicar. al menos parcialmente. los 

efectos del conisol sobre el mantenimiento de las células secretoras de sal en las 

glándulas de Ja tonuga Pseudenrys scn"pra (Chieffi Baccari et al .• 1996). 

En base a los datos aquí presentados. se puede establecer que los esteroides de origen 

gonadal y suprarrenal actuan directamente sobre la glándula Harderiana a través de 
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mecanismos genómicos mediados por receptores. La presencia. concentración y 

propiedades de unión de los receptores de andrógenos. estrógenos. progestinas y 

glucocorticoides en la glándula de los diferentes grupos de vertebrados (Tabla 3). 

presentan marcadas variaciones. sugiriendo un control endócrino complejo y especie

especffico. 

Debido a su importante papel en la mediación de los efectos hormonales sobre la 

glándula Harderiana. tos receptores de esteroides deben ser considerados como prote(nas 

reguladoras clave dentro de los mecanismos fisiológicos involucrados en el control 

endócrino de este órgano. 

Tabla 3. Distribución filogenética de los receptores de esteroides en la glándula 
Harderiana de vertebrados terrestres. 

CLASE RA RE RP RG 

Amphibia + N.O. N.O. 

Reptilia + + N.O. N.O. 

Aves + + + + 
Mamma.Jia + + + 

... - Presente 
N.D. - No descritos a la fecha 
• - Ausente en roedores 
•• - Ausente en Rana Jp, : Bidfo Jp. 
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ANALISIS INMUNOffiSTOQUIMICO 

PROTOCOLO 

1. Los tejidos se disecan r1pidamente snhre una caja de Petri mantenida en hielo. 
2. Bloques de tejido de 3mm3 se congelan en lsopentano preenfriado en Nitrógeno liquido y se 

colocan en ponaespecirncnes. conteniendo Tissue Tek (Miles lnc .• ILL. E. U.) como adhesivo. 
3. Se obtienen cortes de 8-10µ.m en Criostato mantenido a -30 ºC. 
4. Los eones se transfieren a portaobjetos precubiertos con Histostik (Sci. Corp .• Westbury 

N. Y.) y se dejan secar a temperatura ambiente (T .A.) por 30 min. 
S. Los cortes son fijados por 10 mina T.A .• en una solución amortiguadora de Fosfatos (pH 

7 .2) que contiene además Sacarosa y Acido Pícrico saturado• 
6. Después de la fijación. las preparaciones se lavan 3 veces con una solución de Fosfatos-Salina 

(POS) pH 7.4. por 5 mio cada vez. 
7. Las preparaciones se tratan por 20 min. con una solución <le Tritón X-100 al 2% en PBS. 
8. Lavar 2X con PBS a T.A. por 5 min cada vez. 
9. Las preparaciones as{ tratadas se bloquean con Suero normal de cabra al 23. preparado en 

PBS. durante 30 mina T.A .. 
10. Se retira el exceso de suero. y se aplica el 1er Anticuerpo a diferentes diluciones (1:100. 

1:200). preparado en POS-suero de cabra 1%. incubar 14h a 4°C en cámara húmeda. 
11. Al finalizar la incubación, se deja estabilizar las muestras a T.A. -Se descarta el 1'" 

anticuerpo y se lavan por 30 min en PBS. 
12. Se incuba con el 2° anticuerpo (1 :400) por 60 mio. a T.A .. 
13. Lavar con PBS por 10 mio. 
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 el reactivo DAB (Diaminobencidina + peroxido de 

hidrógeno)•• por 10 min. 
17. Las muestras se lavan con una solución lOOmM de Tris-HCI pH 7.6. dos veces por 5 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* 

Anticuerpos 

Solución amortiguadora de Fosfatos lOOmM, pH 7.2 /10% Sacarosa (p/v)/ 15% 
Acido Pícrico saturado (v/v). 

lº Anticuerpo anti-RA (PAl-110; Affinity BioReagems NJ. E.U.) 
1~• Anticuerpo anti-RP (MAl--410; Affinity BioReagents NJ. E.U.) 
1n Anticuerpo anti-RA (AR-52; cones{a Dr.FS French, Univ. Carolina del 
None). 

2º Anticuerpo. lgGs (H + L) Biotiniladas anti-conejo. generadas en cabra (Vector 
L.abs .• Burlingame CA). 

Disolver 75mg Je 3.3"Diaminohenzidina (Sigma Chemical Co .• St. Louis MO) 
en 100 mi de Trh•·HCI IOOmM. pH 7.4 (filtTar en papel Whatman Nºll y 
agregar 7-8 µl de H 20! al 30%. 

56 


	Portada
	Contenido
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Antecedentes
	IV. Objetivo del Estudio
	V. Material y Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión y Conclusiones
	VIII. Bibliografía
	IX. Anexo



