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NOMBRES TRIVIALES Y SISTEMATICOS DE ESTEROIDES NATURALES Y
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14,
15,
16.

17.

18.

SINTETICOS ¥ OTROS COMPUESTOS EMPLEADOS EN ESTE ESTUDIO

NOMBRE TRIVIAL

Testosterona, (T)

19-Nor-testosterona,
(18-Nor T)

5d.-Dihidrotestosterona,
{56 -DHT)

548-Dihidrotestosterona,
(54 -DHT)

Progesterona

Estradiol

A % Androstendiona
Dehidroepiandrosterona
{DHA)
A5_Androstendiol

34 ,5A -Androstandiol
34,54 -Androstandiol

A 16-Androstencna
38,4 16_Androstenona

34, Al6-Androstencna
Etiocolanolona

Mibolerone, (DMNT}

Metiltrienolona, (R 1181)
ORG 2058

Acetonido de triamcinolona

NOMBRE SISTEMATICO

178 -hidroxi-4-androsteno-3-ona

17,8-hidroxi-19-nor-4-androsteno-3-
ona.

1748 -hidroxi-bot -androstano-3-ona.

176 -hidroxi-5 -androstano-3-ona.

4-pregneno, 3,20-diona.
1,3,5(10) estratrieno,3,17 -diol.

4-androsteno,3,17-diona.
34 -hidroxi-5-androsteno,17-ona.
5-androsteno-34 ,174 ~diol.

5 -androstano,3 4,173 -diol.
5A-androstano,34 ,178 -diol.

5#-16-androsteno,3-ona.
38 -hidroxi,5 ¢\ ,16-androsteno-3-ona,

3d-hidroxi,5 &A,16-androstenc,3-ona.
34 -hidroxi,5B-androstano,17-ona.
7&,17 -dimeti1-178 -hidroxi-19-Nor
A-androsteno-3-ona.

178 -hidroxi,17« -metil-4,9-11,estra
triene,3-ona.

16 A -etil-21-hidroxi-19-nor, 4-preg-
neno,3,20-diona.

0
1,4-pregnandient, 9a&-fluoro-1183,
16AA,17  ,21-tetrol 3,20-diona-16,
17 acetonido.



NOMBRE TRIVIAL

20. Tamoxifen

21. Tamoxifen aziridina

NOMBRE SISTEMATICO

2-[4{1,2~difenil-1-butenil) fenoxil-
N,N dimetiletanamina; 1 pS~dimetila
minoetoxifenil-trans 1,2 difenilbut-
l-eno.

2-[4{1,2-difenil-1-butenil) fenoxil-
N,N dimetiletanamina; 1-pa -dimetila
minoetoxifenil-trans-1,2 difenilbut-
1~eno, N-imina.



CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS EN LA GLANDULA

DE HARDER

INTRODUCCION

A finales del siglo XVII el naturalista suizo Johan Jakob Harder
(1657-1711), informé por primera vez de 1a existencia de una estructy
ra localizada dentro de la drbita ocular. Por la excelente descrip-
cidn anratdmica de esta estructura intraorbital realizada por Harder
en una especie de venado (Dama vulgaris) en la actualidad se le cono-

ce como glandula de Harder o glandula Harderiana.

A excepcidn de los peces, la glindula de Harder (gldndula palpebrae
tertiae profunda), estd presente en la mayoria de los vertebrados, ¥y
se desarrolla en asociacion con la membrana nictitante o tercer parpa
do en animales adaptados a la vida terrestre, por lo cual se le atri-
buye como una de sus miltiples funciones, la de Tubricar y humadecer

1a cornea en aquellos animales que poseen esta membrana.

Filogenéticamente, la gldndula de Harder se encuentra prasente en an-
fibios, reptiles, aves y mamiferos y aunque se le consideraba ausente
en anfibios totalmente acuiticos se ha descrito en el Xenopus sp. don
de ha sido estudiada con detalle (Shirama et al, 1982). En los prima
tes, esta gldndula existe sélo en forma vestigial, como una estructu-
ra embrionaria transitoria, desaparaciendo por completo en las etapas
tardias del desarrollo (Kennedy, 1970).

ta gldndula de Harder se encuentra situada en la parte profunda de la
érbita ocular, en la regién naso-postarior del globo ocular, y estd

asociada anatémicamente con los misculos oculares y extraocures, ro-



deanéo una porcibn del nervio dptico fVenable y Grafflin, 1940}, Esta
estructura junto con las glindulas orbital externa e infraorbital for
man parte de las gléndulas orbitales {ver figure 1}). En los anuros la
gléndula de Harder se desarrollia en etapas perimetamdrficas (Shirama
et al, 1982}, mientras que en las aves ésta se desarrolla en intima
asociacidn con 13 membrana nictitante (Burms, 1975). El ducto de la
glindula en los reptiles se abre dentro del drgano vomersnasal {Kenne-
dy, 1970). Comparativamente en e} armadillo (Meaker, 1981), los duc-
tos de la glindula de Harder terminan en 1a base da la membrana aicti-
tante, y en algunos mamiferos, un ducto simple de la glindula termina

en la superficie interna del terger pirpado.

En 1a rata {Brownscheidle y Hiewenhuis, 1978}, ratdn {Strum y Shear,
1582}, hdmster {Bucana y Nadakavukaren, 1972), conejo ({Klihnel, 1971},
y en otros mamiferes, la gléndula de Harder es alargada, de tamaho re-
Jativamente grande, (ver figura 1), Tobulada o bilobulada y estructy
ralmente estd compuesta de tlbulos y alveolos secretores, de secrecifn
apderina (Kennedy, 1970), holderina (Hoffman, 1971}, 5 merdcrina segin
la especie de que se trate. E} tipe de secrecidn que elabora la glén
duta de Harder, puede ser de naturaleza sergsa, mucosa, seronucoide,
mixta y 1ipidica; sunque debe sefalarse que la secrecidn de lipidos y
ta presencia de porfirinas han sido descritas Unicamente en mamiferos

{Brownscheidle y Niewenhuis, 1978; Figge y Davidheiser, 1960).

fsta estructura ttbulo-alveolar se encuentra en la mayoria de 105 roe~
dores, constituida por c&lulas micepiteliales y por varios tipas dife~

rentes de células secratoras (Strum y Shear, 1982).



Fig. 1

Figura 1

tocalizacion anatomica de la gldndula de Harder en rata,
cuya posicion retro-ocular es caracteristica entre los
roedores. Glindula orbital externa og; misculo oblicuo
superior S.0,, misculo bolicvo inferior 1.0.; glindula
infracrbital i.g. En detalle en la parte superior se
muestra una glandula de Harder amplificada varias veces.



En la rata albina esta constituida por dos tipas de células: Las “Tipo
A' y Jas "Tipo B". Llas células "A" poseen grandes vacuclas de conteni-
do lipidico, poco citoplasma intervacuniar y constituyen 1a mayor parte
del epitelio glandular, mientras que 3as células "B¥ son mis pequedas,
contienen vacuolas pequefias y grandes cantidades de citoplasma interva-
cuolar y se encuentran en menor proporcién. Una caracteristica de las
células "B" es la presencia de reticulo endopl8smico lise abundante y

de gran cantidad de mitocondrias.

Los dos tipos de cédlulas secretoras son de forma piramidal {Kanwar,
1960} y descansan sobre une lamina basal, la cual estd revestida de cé-
lulas mioepiteliales. Es frecuente encontrar uniones del tipo desmoso~
mal entre éstas células mioepiteliales {Kanwar, 1960; Brownscheidle y
Niewenhuis, 1978). En el ldmen de algunos alveolos se observan acumula
ciones de pigmentos 0 material denso, de coloracién café rojizo que se
han identificado como porfirinas predominantemente capro y proto-porfi-
rinas y una Harderoporfirina que ha sido aislada exclusivamente de 1la

glindula de Harder de la rata albina {Kennedy, 1970).

No existe dimorfismo sexual en la glindula de Harder de la rata. De he
che, no se han encontrade diferencias morfolégicas de la glandula entre
13 rata hembra y la rata macho, aungue el peso de la gldndula de Harder
parece ser )igeramente mayor en e) macho; histoldgicamente no se obser-
van diferencias significativas entre ambos sexos, esto es, contienen el
mismo arreglc celular y 1a Gnica diferencia discreta es &l parecer, la
presencia de una mayor cantidad de 1ipides en los alveolos de 1a rata

macho {ver figuras 2 y 3).



Fig. 2 Preparacion histoldgica de glandula de Harder de rata nor-
mal. Nbtese la presencia de pigmentos en el ldmen del al-
veolo (1zq.) y el depdsito de material 1ipidico. Azul de
toluidina 250 X,

Fig. 3 Preparacion histoldgica de gidnduia de Harder de rata hem-
bra. Se muestran detalles de varios acinos glandulares
con vacuolizacion homogenea y nicleos basales picndticos.
Azul .de toluidina 250 X.



Los resultados de estudios {(Christensen, 1953; Wooley y Worley, 1954},
realizados en la glandula de Harder del himster, indican que morfolégi
camente es similar, pero no idéntica a la glandula de la rata; ya que
las glandulas del macho son m&s grandes que en la hembra y de color
mas claro, mientras que en la hembra son pequehas, de color griséceo,
y bajo 1a luz ultravioleta exhiben diversos grados de fluorescencia
(Kennedy, 1970), lo cual es debido 2 la alta concentracién de porfiri-
nas, que es caracteristico de la glindula tipo hembra (Hoffman, 1971).
E1 arreglo celular de 1a glandula en el hémster sigue casi el mismo pa
trén que en la rata, ésto es; una membrana basal sobre la cual descan-
san células micepiteliales que contienen filamentos finos en su cito-
plasma y nicleos relativamente grandes, y sobre éstas células descan
san los componentes del epitelio secretor (Bucana y Madakawukaren, 1972).
Sin embargo, a diferencia de lo observado en la rata, en la glindula
de Harder del himster existe un verdadero dimorfismo sexual, (Christen

sen y Dam, 1953; Wooley y Worley, 1954; Payne et al, 1977; Wen Lang y

Nadakavukaren, 1979; Hoffman y Jones, 1980; Thomson et al, 1984; John-
son y Reiter, 1985). La gldndula de la hembra posee Gnicamente un ti-
po de células acinares & tipo "I" similares al tipo “A" de la glindula
de la rata, que se caracterizan por su forma piramidal, citoplasma fi-
namente vacuolado, de nicleo basal y que presentan en su porcidn api-
ca) depdsitos de pigmentos obscuros {porfirinas) una caracteristica
inica de la gldndula femenina (ver figura 4 y 5). Algunas células

epiteliales secretoras poseen microvellosidades en el &pice asi como

una marcada interdigitacidon celular.

En el himster macho, la gldndula de Harder presenta las siguientes di-



Fig. 4

Fig. 3

Corte histoldgico de gldndula de Harder de hémster normal.
Se observa una marcada concentracidn de pigmentos en el 1§
men alveolar y un solo tipo celular (Tipo I). Los nicleos
de éstas células son basales. Azul de toluidina 250 X.

Gt
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Corte histoldgico de gldndula Harderiana de hémster macho
normal. Las céluias tipo Il caracteristicas del macho,con
tienen vacuolas grandes y se observan en mayor proporcién
{claras) que Jas cédlulas tipo I, {oscuras). En todos los
acinos se encuentran dispersos nicleos baseles picnéticos,
Azul de toluina 250 X.



ferencias morfolégicas con respecto a 1a gléndula de la hembra: existe
otro tipo de células epiteliales secretoras, ademis de las células ti
po I, las células tipo II, cuya presencia es exclusiva del himster ma-
cho y se caracterizan por presentar una vacuolizacion extensa en su
citoplasma. Estas c&lulas son generalmente 1largas y ocluyen la luz
del alvéolo y contienen material lipidico finamente granulado y disper
so en todo el citoplasma (Hoffman, 1971). Aproximadamente un tercio
de las células secretoras de 1a glandula del macho contienen grandes
vacuglas en la parte apical que parecen estar fusionadas al limen (Bu-
cana y Nadakavukaren, 1972). Cada célula secretora tiene un niicleo de
localizacidon basal, con dos o mds nucleolos. E£1 andlisis ultraestruc-
tural de la c&lula tipo I1 revela la presencia de "racimos" de tidbulos
cilindricos rodeados de membranas distribuidos al azar en todo el citp
plasma, cada tdbulo pareciera estar compuesto de subunidades microtuby

lares {Bucana y Nadakavukarem, 1972).

Estos racimos tubulares no se observan en las preparaciones histoldgi-
cas de glandulas Harderianas del hamster hembra, Contrariamente a lo
observado en la rata macho, en la glindula del himster macho no se ob-
servan depgsitos tisulares de porfirinas; sin embargo, 1la castracidn
induce una répida y gradual concentracidn de las mismas en las células
secretoras (Hoffman, 1971: Payne et 2l, 1977; Bucana y Nadakavukaren,

1978; McMasters y Hoffman, 1984).

En la gldndula de Harder de algunos mamiferos se presentan y acumulan
grandes cantidades de porfirinas que son sintetizadas y almacenadas
dentro de la gléndula. En experimentos en los que se ha utilizado co-

mo precursor dcido 4 -aminolevulinico parece ser que 1as enzimas neceg



sarias para la biosintesis de protoporfirinas estan presentes en la
glindula de Harder (Davidheiser y Figge, 1955; Figge y Davidheiser,
1957, 1860},

En e) hdmster sirio la concentracién de protoporfirinas dentro de Ja
gléndula es inclusive, mayer a la encontrada en el higado y la sangre.
Por otra parte, ¢uandp se analiza la actividad epzimitica de una glin-
dula preveniente de un macho contrs la de una hembra, la diferencia
mas significativa tal vez sea la relativa a la actividad de la enzima
dcida- d-aminolevulinico sintetasa {la enzima limitante en la sintesis
del anillae pirrglico), que en las hembras estd incrementado de 5 a 6
veces con respecto a la actividad en el macho (Thompson et al, 1984).
Este conocimientd puede ser de interds para conocer el papel que desem
peftan las porfirinas Harderianas en la fisiologia de 12 glindula, ya2
que su sintesis parece estar controlada per diferentes estimulos hormg
nales provenientes tanto de la hipdfisis anterior, la gléndula pineal
y las gbnadas, 1o cual sugiere un control hormonal fino, e} cual a su

vez depende del estado fisioldgico del animal.

Burante el ciclo estral del hdmster, las concentraciones totales de
porfirinas, asi como el peso de 1a glindula sufren variaciones signifi
cativas en 13s diferentes etapas, encontrdndose incrementadas durante
el estro. Las concentraciones de porfirinas, también se encuentran
considerablemente altas a lo largo de la gestacidn y en las primeras
etapas de 12 lactancia (Payne et al, 1979). En la rata aduita no se
han encontrade diferencias morfoldgicas importantes entre el macho y
ta hembra, en las gldndulas de ambos sexos la concentracidn de pigmen-

tos parece ser similar y las caracteristicas ultraestructurales de un



animal orquidectomizado no son distintas a las de un animal intacto
(Brownscheidle y Niewenhuis, 1978), asi mismo existen depdsitos de>p1'g_ )

mentos en 1a gidndula tanto del macho como de la hembra.

Por el contrario, en el himster macho la castracidn induce un incremen
to en la produccién de porfirinas dentro de 1a gldndula, Yo que cog_;
trasta con 1o observado en el animal intacto, donde estos pigmentos se
encuentran en cantidades minimas o estan ausentes {Hoffman, 1971; Lin
y Madakavukaren, 1979). También el peso de la glindula de Harder es
menor en el animal castrado, la ovariectomia en la hembra parece no te
ner efectos importantes sebre la arquitectura celular, ni sobre las
concentraciones de pigmentos. Sin embargo, 1a administracién repetida
de testosterona a estas hembras induce alteraciones a nivel celular y
una reduccifn en las concentraciones de pigmentos intra-acinares {Cla-

bough y Horvell, 19733 Sun y Nadakavukaren, 1980).

En el himster normal, existe una marcada diferencia en el contenido in
traglandular de varios metales y que de alguna manera estan requlados
por esteroides gonadales. En el macho se encuentran grandes cantida
des de molibdeno (Mo) y fierro (Fe), mientras que en la hembra, estos
niveles son bajos pero después de la ovariectomia incrementan las con-
centraciones de Fe; el Mo en los animales castrados disminuye {Hoffman
y Jones, 198l1}. Lla influencia de 1a luz sobre 12 modulacion de la
gldndula de Harder ha sido extensamente estudiada (Hoffman, 1979; Cla-
bough y Norvell, 1973; Jod y Kahdn, 1975; Pang et al; Hoffman, 1985).
Asi Wetterberg, Geller.y Yuwiller {1970}, estudiando el efecto del fo-
toperiodo sobre la glandula de Harder, demostraron 12 influencia que

1a pineal ejerce sobre la gldndula y sugirieron una, via extraretinal



para este control. La exposicidn a diferentes fotoperiodos trae caomo
consecuencia alteraciones importantes en 1la ultraestructura glandular
(Zweig et al, 1966; Feria Velasco et al, 1984). Como ha sido sugerido
por varios autores, en las ratas neonatas los impulsos Tuminosos prove-
nientes del medio ambiente modificarian, via pineal la secrecidn de hor
monas gonadales (ya que un efecto antigonadal de la melatonina ha sido
sugerida; Cardinali y Wurtman, 1972; Turek et al, 1975), y &stas a su

vez ejerceria su efecto sobre la glindula de Harder.

Aunque en su totalidad la pineal produce melatonina, exclusivamente 1la
parte externa esta implicada en las modificaciones del control de 1la
funcidn gonadal en roedores (Anderson y Turek, 1985), mientras que 1la
porcidn profunda o nerviosa de esta estructura parece no estar dinvolu-
crada. Recientemente se ha demostrado que la glindula de Harder de
de hdmster produce melatonina in situ y presenta variaciones en su con-
centracidn, siendo &stas mis altas en la hembra que en el macho {Hoffman,

Johnson y Reiter, 1985).

La competencia de hormonas hipofisiarias en el control y mantenimiento

da la funcidn de 1a glandula Harderiana ha sido sugerida por varios au-

oy

tores (Boas y Bates, 1954; Lorincz y Lancaster, 1957; Wetterberg st al,

1970; Ebling et al, 1975). Sin embargo, el rol especifico de cada una
de ellas no ha sido esclarecido en la actualidad. La hipofisectomia o
la tiroidectamia resultan en la atrofia de 1a gldndula de Hardern en la
rata y esta alteracidon puede ser prevenida por la administracidn de una
preparacién de hormona estimulante de 1a tiroides {TSH), hormona de cre
cimiento (HG) & somatotropina (Boas y Bates, 1954). E1 peso de la glin

dula, no se restaura en animales hipofisectomizados y castrados después



12,

de 1a administracidon de testosterona mis -MSH (hormona estimulante
de los melanocitos}, (Ebling et al, 1975). En el himster la hipofisec
tomia produce efectos similares que en la rata, la talla de la gléndy-
la reduce, y 1a admiristracidn de tiroxina parece maniener su peso pe-
ro &sta no impide el depdsito de porfirinas (Hoffman, 1971; Clabough y
Horvell, 1973), 12 reguiacion de 1a gldndula de Harder en &sta especie
representa un caso dnico por 1as diferencias en el patrdn de secrecién

de gonadotrofinas entre la hembra y el macho {Allen et al, 1978).



.

OBJETIVO.

Los resultades de observaciones experimentales muestran que ta glindula
de Harder presenta diferencias morfoldgicas, histeldgicas, ultraestruc-
turales y bioquimicas entre los diferentes grupos de vertebrados, sin
embargo, su funciGn y los mecanismos que 1a reguian son en la actuali-
dad poco conocidos. En los mamiferos y en particular en los roedores,
la gldndula de Harder parece estar controlada tanto por factores exter-

nos, como por las secreciones de drganos endderinos.

Asi, el efecto de las hormonas hipofisiarias, tiroideas, pineales y go-
nadales, sobre las células que componen la gldndula de Harden ejercen
un efecto modulader, que on conjunto, regulan la actividad de &sta glén
dula. Este @ltimo grupe de hormonas esteroides gonadales, parecen es-
tar desempefiando un papel fundamental en el mantenimiento de la activi-

dad celular glandular,

A fin de establecer si la sensibilidad de la gldndula de Harder a este-
roides (andrdgenos) gonadales es mediada a través de la interaccidn con
receptores especificos intracelulares, los objetivos del presente estu-
dio son: a) ldentificar 1a presencia de receptores para andrdgenos en
la glandula de Harder en dos especies de roedores (rata y hémster), y
b) Caracterizar 1os pardmetros de unifn de) receptor de andrdgenos en
el citosol de las células de la glindula de Harder, como eventos prima-

rios de su accidn a nivel celular.



MATERIAL Y METODOS

Material Radiactivo, compuestos esteroides y otros reactivos.
(174 -meti1-3H) mibolerona, DMNT (a.e. 79 Cifnmol), S5e -[14, 24 (n)-
3], Androstan-3s -174 diol, 34 -Androstandiol (a.e. 40 Ci/mmol), (Anj
110-3H) Tamoxifen Aziridina (a.e. 21 Ci/mmol), (2,4,6,7-3H),Estradiol
{a.e. 92 Cifmmol) y (6,7-3H), ORG 2058 (a.e. 45 Ci/mmol),fueron adqui
ridos de Amersham International, Amersham Bucks, Inglaterra. (1,2,4,
5,6,7-3) 5&-Dihidrotestosterona (a.e. 123 Ci/mmol),fué adquirida de
New England Nuclear (Boston, MA. U.S.A.).

La pureza radioquimica de los compuestos tritiados fué mayor al 99%
siendo determinada por cromatografia en papel y otras técnicas como
ya ha sido reportado (Chivez et al, 1985). Los esteroides no-marcados
{ver nombres triviales y sistemdticos),obtenidos de Steraloids (Pauling
N.Y.), Amersham International y Sigma Chemical Co. (St.Loufs M0,U.S.A.),
fueron purificados por recristalizacién y se determind su punto de fu-
sién (m.p.), utilizande un equipo Mettler FP61 (Mettler Inst. Greifen-

se, Switzerland).

Albimina sérica bovina tefida con azul naftol, (4.6 S}, y el Azul bri-
1lante de Coomassie (Brilliant Blue G) utilizade para 1z determinacidn
de proteinas fueron adquirides de Sigma Chemical Co. Los reactivoes em
pleados fueron de grado analitico y repurificados cuando se considerd

necesario.

4.



ANIMALES Y TEJIDOS

Para el presente trabajo se utilizaron ratas machos Rattus rattus de

Ta cepa Wistar, de 200-250 g. Los animales fueron mantenides en gru-
pos de cinco por caja, con temperatura constante de 22 + 2 °C y bajo
ciclos de luz-obscuridad de 14 y 10 h respectivamente, Los animales

tuvieron libre acceso al alimento (Purina) y agua.

Los animales fueron anestesiados con &ter y castrados bilateralmente
via incision escrotal simple y mantenidos en recuperacidn por diferen
tes periodos. Al tiempo de los experimentos los animales fueromn sa-
crificados por decapitacign, e inmediatamente las glindulas de Harder
fueron removidas en su totalidad y se colocaron en una solucién Tris
HCT 20 mmoles/1, pH 7.4, EDTA 1.5 mmoles/1, DTT 0.25 mmoles/1, molib-
dato de sodio 10 mmoles/1, y glicerol al 10% v/V (buffer TEDMG),a 4°C
(sobre hielo). E1 tejido se lavd con solucidn TEDMG fresca,se 1impid
y pesdé en balanza analitica. Posteriormente fué transferido @ solu-

cidn amortiguadora (TEDMG), fresca.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Obtencidn de 1a fraccién soluble (citosol) de las células de la glin-

dula de Harder.

La g‘léndu]as‘ de Harder mantenidas en la solucidon TEDMG, fueron corta-
das en fragmentos pequefos y homogeneizados con una solucion amorti-
guadora TEDMG pH 7.4 suplementados con 5000 U/ml de Aprotinina (como
innibidor de proteasas, Sigma Chemical Co. St. Louis MO, U.S5.A.} en

relacion 1:4 P/V. Los tejidos se homogeneizaron en frio por cinco



sequndos {dos goipes) a 5000 rpm en un homogeneizader POLYTRON (Brick-
man instruments, Wetsbury N.Y.), el homogenads fué transferido a tubos
de polialomero de 12.7 x 50.8 mm {Sorvall instruments, Dupont Willmington
DE, U.5.A.) y centrifugade 2 105000 xg a 2-4 °C por 60 minutos en un
rotor SW 50,1 (rmax 10.73 cm), utilizando una ultracentrifuga Beckman

modelo L8-70.

£1 sobrenadante con 12 fraccion soluble ¢ citosol, fué empleado para

los estudios de marcaje in vitro.

E1 contenido de proteinas en esta fraccidn fué determinado por el méto

do de Bradford* (Bradford, 1976).

Andlisis_del receptor de Andrégenos en citosol.

E1 citosol de glindulas de Harder de hdmster castrados tres dias antes
y ratas con 24 h de castradas fué incubado con DMNT-3H a 4 °C por dife
rentes periodos de tiempo {1-24 h), con el fin de determinar el tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio de Ja unidén de DMNT-3H a) recep-
tor de androgenos en el citosol., Para éste fin, alicuotas de citosol
(200 p1) se incubaron con 0.2 pmolas de DMNT-3H solo & con un exceso
de DMNT no marcada {20 pmolas) a 4 °C por diferentes tiempos. Después
de cada incubacidn, la fraccidn unida fug separada por la adicién de
800 ul de una suspensian de carbén cubierto con dextrdn (Pharmacia Fine
Chemical, Uppsala, Suiza) en solucidn amortiguadora TEOMG pH 7.4 sus-
pensign CCD, ésta mezcla se centrifugd a 800 xg por diez minutos. El
contenido de radiactividad en el sobrenadante, fué determinado en ali-

cuotas a 1as cuales se les agregé 5 ml de una solucidn de centelleo

* ver apéndice.



(Instage), Packard Dawners Grove, IL, U.5.A.), ¥ contadas en un espec-
trometro de centelleo 1iguido Packard TRI-CARB (modelo 2660), cuya efi
ciencia de conteo para tritio fué mayor al 45%. E1 apagaciento {Quen-
ching), se corrigié en cada muestra por estandarizacidn exilerna y los
resultados fueron expresados en desintegraciones por minuto {dpm), De
1a diferencia entre 1a unifn total menos la unidn no especifica (DMNT-
3y -OMHT®) se obtuvo la unidn especifica o fraccion especificamente
unida y Tos resultados se graficaron como el Esteroide-3H unideo, con=

tra tiempo de incubacidn.

Andlisls de Saturacién del Receptor de andrégenos.

Los parimetros de unibn al egquilibrio entre la DMNT-JH y los sitios de
unidn de capacidad Jimitada, del citosol, fueron determinados por me-
dio de incubsciones de la fraccifn soluble obtenida por hottogeneizar y
centrifugar Jas glindulas de Harder de rata & hdmster machos (castra-
dos 24 & 72 horas}. Para éste Tin los extractos se incubaron con DMNT-
3y {1.0 nM), mds concentraciones crecientes de la hormona correspon-
diente no marcada. Las incubaciones se llievaron a cabo por 16 horas a
4 °C.

ta fraccion detl complejo hormona-receptor, fué separada de la fraccidn
libre del esteroide por 13 adicifn de (CD seguida de wna incubacibn
por ¢ince minutos en agitacidn continua a 4 °C. La unién no especifi-
ca, fud determinada por 12 adicién de un excesa (100 X} de la hormona

no-marcada a1 41timo punto en cada determinacidn,

Los resultados fueron analizados por el método de Scatchard (Scatchad,
1948), y la unidn mixima o nimero de sitios de unidn fueron expresados

como fmolas unidas por miligramos de proteinas.
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Especificidad de Unién_del _complejo DMNT-3H_H-Receptor.

Para evaluar }a especificidad de unién de la DMNT-3H con el receptor
citosélico de las gléndulas de Harder, tanto en Ja rata como en e}
hémster, se llevaron a cabo una serie de ensayos de competencia por
el sitio de union entre la DMNT-3H y varios compuestos esterpides de
Ta serie £21, C19 ¥ Cig. Alicuotas de citoso? de Ta gldndula de Har-
der de rata 6 hamster, se incubaron com una concentracién fija de
DMNT-3H (nM) sola o en presencia de concentraciones crecientes de di-
ferentes compuestos no marcados, incluyendo progestdgencs, andrdgenos
o estrdgenos {ver figura 12, 13, 14 y 15), Despuds de 1a incubacidn
se les agregd 0.8 ml de CCO pH 7.4 a 4 °C, permaneciendo expuestos a
esta suspensidn por cinco minutos com agitacidn contfnua. La fraccidn
unida fué separada por centrifugacion a 800 x g y alicuotas del sobre
nadante fueron tomadas para cuantificar 1a radiactividad. Los resul
tados fueron expresados como e) porcentaje de unidn de 1a DMNT-3H(cog
trol), y graficados contra la concentracion media (IC5¢) de desplaza-

miento de la hormona isetdpicamente marcada [Reel et al, 1979).

Sedimentacion del receptor de andrégenos en gradientes de sacarosa.

E1 patrén de sedimentacidn del complejo DMNT-3H-Receptar se ana1ié6
en gradientes de densidad de sacarosa del 20-35%. E1 citosol obteni-
do de glandulas de Harder de ratas o himster {castrados a2 diferentes
tiempos), fué incubado con DMNT-3H suministrado en concentraciones del
orden de 10-S M por 16-20 h a 4 °C. las muestras fueron tratadas con
CCO como se indich previamente y alicuotas de 0.5 m) de citoso) marca
do fueron colocadas sobre gradientes lineales de sacarosa de  20-35%.

Las gradientes fueron preparados en tubos de polialdmere (13 x SI mm)
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con un formador de gradientes (Buchler, Instruments Fort Lee, N.J,
U.5.A.). Los tubos de polialémero fueron sellados térmicamente y cen-
trifugados, usando aceleracién lenta a 65 000 rpm {370 000 x g), en un
rotor vertical VTi 65 (Beckman). Al término de la centrifugacidn, los
gradientes fueron fraccionados puncionando el fondo del tubo y el con-
tenido de radiactividad en cada fraccién se determing en el contador
de centelleo liquido. Gradientes con Albiimina Sérica Bovina (4.6 §),
tefida con azul nafto) (Kouvonen et al, 1978), fueron corridos en para

lelo y utilizados como referencia.

Las caracteristicas de sedimentacién del complejo DMNT-3H-Receptor fue

ron determinadas por el método de Martin y Ames (1962).

La especificidad de unién del complejo DMNT-3H-Receptor fué determina-
da incubando el citosol con DMNT-3H en presencia de un exceso (100 X)
de DMNT no marcada, 5« -DHT, triamcinolona acetdnido y otros compuestos

y procesadas de igual manera.

Otros radioligandos como el 38 -5&-Androstandiol-3H, ORG 2058-3H y
17,5 ~Estradiol-3H fueron también incubados con citosol y procesados co
mo la DMNT-3H para comprobar o descartar la existencia de otros siste-

mas de receptores.
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RESULTADOS

Se ha observado que 1a exposicidn a diferentes esquemas de iluminacidn
(fotoperioda), produce alteraciones fisiolégicas reversibles, en los
animales de experimentacidn; 1a glandula de Harder en é&stos animales
es muy susceptible a estos cambios, gque se traducen en modificaciones
histologicas, morfolbgicas y ultraestructurales, es por esto, que los
animaies utilizados en el presente estudio fueron mantenidos bajo con-
diciones de luz obscuridad (14/10) y temperatura (22 + 2 °C) constan

tes.

Con el fin de corroborar las condiciones de los tejidos empleados al
tiempo de 1os experimentos, biopsias de glindulas de Harder tomadas
al azar de los diferentes grupos experimentales, fueron analizados hig
tolagicamente. Las observaciones histoldgicas fueron similares a Jas
ampliamente descritas por varios autores {Hoffman, 1971; Bucana y Nada
kavukaren, 1972; Brownscheidle y Niewenhuis, 1978) para estas especies,

bajo condiciones normaies.

En las figuras 2 y 5 se muestra que las caracteristicas histoldgicas
de las glandulas de Harder utilizadas en este trabajo son las tipicas
de animales machos (Hoffman, 1971; Payne et al, 1977; Lin y Nadakavuka
ren, 1979).

Ratas 2lbinas adultas y hdmster sirios adultos, fueron orquidectomiza
dos bilateralmente a diferentes tiempos, con el objeto de remover 12
mayor parte de los andrdgenos endbgenos, y el tejido Harderianoc de es

tos animales fué utilizado a lo largo de los experimentos in vitro.

En un primer grupo de experimentacidn, se determind 1la unidn de la
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DMNT-3H en el citosol de la glindula de Harder de 12 rata y del hams-
ter, se observd una unidén especifica del andrdgeno sintético. Como se
muestra en las figuras 6 y 7 en ambas especies la unign especifica
méxima es alcanzada a las ocho horas de incubacién y permanece estable
por lo menos hasta las 24 horas. En contraste, existen diferencias en
la unidn maxima (expresada en fmolas unidas/mg de proteinas del cito
sol), de 1a DMNT-3H, siendo de 3 - 4 veces mayor en 1a glindula del
hamster que en la de Ta rata (Fig. 7). Aunque diferente en concentra-
cisn el componente de unidn citosdlica se encuentra presente en ambas

especies.

Por otra parte la actividad de unidn especifica, se alcanzd a las ocho
horas no mostrando variaciones en las siguientes 12 horas, por 1o que
Jos experimentos subsecuentes se realizaron por 18 - 20 horas {toda 1a

noche) a 4 °C, para asegurar el equilibrio de union.

El efecto de) tiempo de exposicidn de la mezcla al carbdn cubierto con
Pextrdn para separar la fraccidn libre del esteroide, fué determinado
a tres diferentes tiempos como se muestra en la figura 8, Si bien, 12
unién permanece casi constante después de la exposicién a la suspep
si6n de carbbn por estos periodos, un tiempo corto {2 min} parece in-
crementar 13 unidn no-especifica, con esto se determind que el tiempo
Gptimo para separar la fraccién libre de la fraccidon unida es de 5 mi-
nutos, ya que la unidn especifica es mayor, tomando en cuenta la unifn

no-especifica es 1a més baja entre los tiempos determinados.

La castracion en el hamster macho produce cambios en la citoarquitec-
tura de 1a glandula de Harder que se manifiesta gradualmente conforme

pasa el tiempo después de 13 operacidon cambios no  observados en 1la
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& Unidn de 1a DMNT-3H en el citosol de glindula de Harder de
rata en funcién de tiempo. E) citosol fué incubado con
DMNT-3H (1 nM), en presencia o ausencia de DMNT no marcada
por diferentes periodos de tiempo a 4 °C. la unidn especi
fica se calculd por la sustraccidn de la hormona radiocacti
va unida en forma no especifica @ 123 unidn total. Cada pun
to representa la media de determinaciones por triplicado.
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Fig. 7 Cinética de Unidn de la DMNT-3H en el citosol de 1a glandu-

1a de Harder de himster en funcidn del tiempo de incubacidn.
EV citosol fué incubado con DMNT-3H (1 nM), en presencia o
ausencia de DMNT no marcada por diferentes periodos de tiem
po a 4 °C, La unidn especifica se calculé por la sustrac-
cion de la unidn no-especifica a la unidn total. Cada pun-
to representd la media de determinaciones en triplicado.
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glandula de la rata, por este motivo, el efecto del tiempo después de
1a castracidn sobre la unidn de 1a DMNT-3K en la gldndula de ésta pri-
mera especie fud determinada con el fin de evitar una subestimacidn de

ta cuantificacion de la unién especifica.

La fraccidn soluble de las glindulas de hamsters castrados por 3, 30 4
60 dias fue incubada con DMNT-3H, o en presencia de DMNT radioinerte,y
se midié la unidn especifica de cads una de éstas fracciones (figura
9). En términos de concentracién no se observd una diferencia entre
el grupo de animales de 3 dias (83.6 + 3.9), 30 dias (85.8 + 3.5), &0
dias (77.3 + 0.7}, cuando se expresa en fmolas unidas por mg de protef

na en e} citosol de éstos grupos.

Cuando los extractos de 1a fraccion soluble de la glindula de Harder
se incubaron en presencia de diferentes concentraciones de DMNT-3H, &
bien con una concentracién fija de DMNT-3H, mas concentraciones cre-
cientes de DMNT no marcada (Fig. 10}, la saturacidn de la unidn ocurre
aproximadamente a 2-4 nmo1/1 en €1 citoso} de la rata {Fig. 10), mien-
tras que en el citosol de la glandula del hdmster esta saturacion se

aicanza antes a concentraciones de entre 1-2 nmol/1 {Fig. 11).

E1 andlisis de Tos datos de la unidn de la DMNT-3H con e) receptor de
andrégenos por el métode de Scatchard mostrd un componente simple dni-
co de unién de alta afinidad cuya constante de disociacion (Kd), es de
8.9 x 10-10 M, para e} componente c¢itosélico de la rata (Fig.: 10} y de
3.0 x 10710 M para la unién en el citose! del hamster {Fig. 11}.

La capacidad mixima de unidn mostrd diferemcias entre las preparacio-
nes de éstas dos especies, cuando se analizaron por el métode de

Scatchard {Figs. 10 y 11), observindose, para el Eomponente de alta
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Efecto de 1a exposicidn al carbdn por diferentes tiempos
de incubacién sobre la unidn especifica de 1a DMNT en el
citosol en la gléndula de Harder de hamster. Alicuotas
de citosol (0.1 ml), fueron incubadas con la DMNT-3H
(0,96 nM) durante 18 h a 4 °C. Las muestras incubadas
fueron tratadas con carbén cubiertas con dextrin por di-
ferentes periodos de tiempo {2, 5 y 10 minutos), y cen-
trifugados a 800 x g. Se muestra 1a unidn total y la
unin no especifica de determinaciones por triplicado.

Figura que muestra el efecto de la castracidn sobre Ta
unién de la DMNT-3H de 1a glindula de Harder en hamster
machos orquidectomizades por diferentes periodos de tiem
po (3, 30 y 60 dias). Incubaciones del citosol con el
andrdgeno sintético o mas un exceso de DMNT no marcada
fueron 1levadas a cabo por 18 h a 4 °C. La unién especi
fica determinada simultineamente en cada uno de 10S gru-
pos experimentales fue expresada como fmolas unidas por
mg de proteina. Valores promedio & D.S. ’
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Fig. 10 Andlisis de saturacion de la interaccidn de la DMNT-3H con

el receptor de andrdgenos. Alicuotas de citosol (6 mg
prot./ml}, obtenido de glindulas de Harder de rata macho
castrada se incubaron con DMNT-YH (0.2 pmolas) a 4 °C  en
presencia de concentraciones crecientes {0 - 1.8 pmolas)de
dimetilnor-testosterona radioinerte. La unidn total se ob
tuvo por la sustraccidn de la unidn especifica de la unidn
total. E1 andlisis de los datos representados por el méto
do de Scatchard muestran un componente de unidn de alta
afinidad (parte inferior de la grifica).
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afinidad del hdmster una concentracidn aproximadamente dos veces mayor
(113 + 15 fmolas/mg proteina), que en el citosol de la glandula de la

rata (63 # 14 fmolas/mg proteina).

La inhibicion de la unién de DMNT-3H a los sitios de alta afinidad par
diferentes estercides, fué estudiada con objeto de determinar la espe-
cificidad de ésta unidn. La fraccidn seluble {(citosol) de Jas gidndu~
las de Harder de ratas y hamsters machos, fué incubada con Bimetilnor-
testosterona-3H sola, (1 amela/ml} o en presencia de 5, 10, 50, 100,
250 & 500 veces el exceso de esteroides no radiactivos en este caso la
unifn no especifica esta representada por aquélla unidn no desplazada
por la adicidn de 250 & 500 veces de DMNT no marcada (rata y hamster
respectivamente), como se indica en las figuras 12-15. Se observd que
1a concentracidn de DMNT (radioinerte) requerida para desplazar al 50%
de 1a unidn de DMNT-3H fué determinada y a la cual se le asignd una
afinidad relativa de 100% [% de unidn), Las concentraciones de otros
esterojdes tanto €21, C39 ¥y C1g requeridas para desplazar el 50% de €s
ta unidn fueron comparadas contra la DMNT y constituye la afinidad re-
lativa de union {figuras 13-15). E) componente de unjdn del citosol
de 1a gldndula de Harder de rata muestrz ser altamente especifico para
andrdgenos, ya que, exclusivamente les esteroides de probada capacidad
androgénica o ton una estructura refativa a Ja de testosterona, compi-
ten efectivamente por los sitios de unidn cuando se incuban a bajas
cencentraciones, de ésta manera Ja 5 -Dihidrotestosterona, el andrd-
geng sintético metiltrienolona (R 1881}, la testosterona misma, la 19-
Hortestosterana y en menor grado, el A5-Androstendiol {oons iderado un

andrdgeno de accifn débil), son capaces de competir con la OMNT y de
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Andlisis de Scatchard de la unidn de DMNT-3H con e} re-
ceptor de andrégenos en la glindula de Harder del hims-
ter. La saturacidn de los sitios de unidn de capacidad
Vimitada citosdliicos fueron determinados al egquilibric
por incubaciones in vitro de diferentes concentraciocnes
de OMNT-3H (0.2 - 4.0 nmo1/1}, en presencia o ausencia
de un excese de OMNT no martada. Ung curva de satura-
cion de 1a unign especifica de DMNT-3H con el receptor
de andrdgenos se muestra en el recuadro,
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Fig. 12 Andlisis de la Especificidad de unidn de la DMNT 34 a los

sitios de unidn de andragenos en la glindula de Harder de
rata macho. Fracciones de citosol (0.1 mi), obtenidas de
glindulas de ratas castradas fueron ingubadas durante

periodo de 18 a 19 h a 4 °C, con DMNT-3H {1 nM) en pre-
sencia de concentraciones crecientes de esteroides sinté-
ticos o naturales; Mibolerona (DMNT), Metiltrienclona
(R 1881), 5&-Dihidrotestosterona (5« -DHT), Testosterona
19 Nor-Testosterona, A %-Androstendiona, Etiocolanolona,
Progesterona, Dehidroepiandrosterona {DHA), Dexametasona.

La fraccidn unida y 1ibre fué separada por 1a adicién de
CCD por cinco minutos a 4 °C.
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Fig. 13 Especificidad de unién de 1a DMNT-3H a1 receptor de andré-

genos de la glandula de Harder en rata macho. Alicuotas de
citosol (0.1 m1), de 1a gl3ndula de Harder de rata fueron
incubados con DMNT-3H (1 M) por 18 h a 4 °C, en presencia
o ausencia de concenéraciones crecientes de compuestos an-
drogénicos; 34- Ql6. 3 - Alb-androsten, 3&,54 - (3 -
5oh-Androstandiol), A 5-Adiol {Androstandiol), 38, 5% -
Androstandiol, 5e -Dihidrotestosterona {5« -DHT)}, Mibolero
na (Dimetilnortestosterona), 6 estrogénicos; Estradiol,ta-
moxifen {10-500 nM} no marcados. La unién totsl en ausen-
cia de competidor fué considerada comp el 100%. Cada pun-
to representa el valor promedic de determinaciones por tri
plicado.
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Fig. 14 Especificidad de unién de la DMNT-3H a1 receptor de andrf-

genos en la glandula de Harder de himster. Muestras de ci-
toso) (0.1 ml) de las glandulas fueron incubadas con DMNT-
3H (1.2 nmo1/1) por 18 h a 4 °C, solo o con diferentes con-
centraciones de esteroides no-radiactivos, incluyendo DMNT,
Etiocolanclona, Progesterona, Dexametasona 178 -Estradiel,
Testosterona, 5% -Dihidrotestosterona (54 -DHT). La unidn
tg[t)s] en ausencia de competidor fué considerada como el
100%.
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Fig. 15 Especificidad de unidn de la DMNT-3H al receptor de andro-
genos del citosol de células de la glindula de Harder de
hamster macho castrado. Alicuotas de cgtoso'i (100 pl).
fueron incubados por 18 h a 4 °C con DMNT-3H {0.96 nM),con
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nortestosterona (19-Nor T), 6_androstenona {A- T

hidroepiandrosterona (DHA). La unién en ausencia de compe
tidor se considerd come el 100%.

3.
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desplazar mds del 50% de unidn de la DMNT-3H a muy bajas concentracio
nes 10 nM, (figuras 12 y 13}, sorprendentemente el metabolito reduci-
do de la testosterona el 3/8,5A-Androstandiol (desprovisto de activi
dad androgénica), es capaz de competir por los sitios de unién a con
centraciones menores de 10 nM, mientras que su isémero 3 ,50k-Andros
tandiol no muestra estas caracterfsticas. Otros esterofdes Cjg como
la Etiocolanclona y Ta Dehidroepiandrosterona no muestran efecto al-
guno sobre la unidn de la DMNT-3H, mientras que 1a  A%-Androstendio-
na o el Estradiol-178 , tiene un ligero efecto sobre la unisn, pero
solo a muy altas concentraciones (2.5 x 10-7 M).

La adicidn de Progesterona, Dexametasona 6 el estrbgeno sintético Ta-
moxifen, asi como el compuesto & 16-Androstenona (feromona) y  sus
metabolitos reducidos 34 ,38- Al6, mostrs ser inefectiva en inhibir
la unidn. Cuando estos resultados son comparados con los obtenidos
en el citosol de la glandula de Harder del himster 1 patrSn de des-
plazamiento es similar; indicendo la especificidad del receptor de an
drégenos (Figs. 14 y 15). Al igual que en la rata, en el himster ini
camente la DMNT, 5A -DHT, R 1881, testosterona y en menor grado la
19-Nortestosterona compiten efectivamente por los sitios de unidn, en
tante la progesterona y el estradiol 178 , mostraron ser competidores
débiles mientras que la Dehidroepiandrosterana, Etiocolanclona, Dexa-

metasona y la AIG-Androstenona carecen de efecto.

Se puede considerar que la unidn de la DMNT-3H es altamente especifica
en estas especies, ya que patrones similares de desplazamiento son ob
servados cuando compuestos androgénicos son usados como competidores,
mientras que otros, con actividad estrogénica glucocorticoide, o pro-

gestacional, son débiles competidores.
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E1 patron de sedimentacion de los complejos hormona-3H-Receptor fué
analizado en gradientes de densidad de sacarosa. Fracciones de citosol
de 1a gldndula de Harder de himster castrados a diferentes tiempos o
bien de ratas macho castradas por 24 6 48 horas fuerpn incubadas con
el radioligando @ 4 °C, las fracciones unidas fueron colocadas sobre
gradientes lineales de sacarosa del 20-35% P/V preparados en una solu-

cion amortiguadora Tris HC1, que contenia 10 mM de moiibdato de sodio.

Cuando el citosol de la glandula de hdmster fué incubado con una canti
dad saturante de 5A-Dihidrotestosterona-3H; se observé la formacién
de un complejo Sl\-DHT-3H-receptor en 1a region B8S del gradiente (Fig.
16 panel 4). La adicién de DMNT o bien de 54 -DHT no marcadas {100 X)

impide la formacidn del complejo-3H {Fig. 16 paneles 5 y 6).

Resultados similares se obtuvieron cuando el citosol se incubd con el

andrégeno sintético OMNT-3H (Fig. 16 paneles 2 y 3).

E1 receptor de andrdgenos de 1a glindula de Harder de himster macho
(castrado 24 h antes), estabilizado con molibdato de sodic tiene un
coeficiente de sedimentacion 7-8 S cuande se utiliza DMNT & S#8-DHT co
mo radioligandos. Ademds, la castracion de estos animales a diferen
tes tiempos no afecta 1a unidn, ni las caracteristicas de migracion
del receptor. Asi, el coeficiente de sedimentacidn del complejo DMNT-
3H-receptor es idéntico {8S) en las muestras de citosol obtenidas de
animales castrados 3, 30 § 60 dias antes del experimente, mientras que
el marcaje del receptor no muestra diferencias importantes (Fig. 17).

E1 receptor de andrdigenos en la gléndula de Harder de 1a rata macho,

posee caracteristicas de sedimentacidn similares a las de hamster, e)

complejo DMNT«3H-receptor migré en 1a regidn 7-8 S del gradiente de
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Identificacion del complejo hormana-receptor de andrégenos
de glandula de Harder en gradientes de densidad de sacarg-
sa. El receptor de andrigenos citosdlicos de hdmsters ma-
chos_castrados fué marcado con 1 nmol/1 de OMNT-SH § 5 -
DHT-3H. Incubaciones paraletas de ambos radioligandos en
presencia de un exceso de OMNT (2,6) 6 5K -DHT (3, 5) se
1levaren a cabo. DJespués de centrifugar a 371 000 x g por
2.5 h a 4 °C sobre un gradiente lineal en TEDM, 20-35% sa-
cargsa, los perfiles de sedimentacion fueronm registradoes
por la cuantificacidon de radiactivided en cada fraccidn.
ASB naftol azul 4.6 S (P ) se utilizé como marcador exter-
no.
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densidad de sacarosa (Fig. 18). Cuando el citosol es marcado con el
andrdgeno sintético-3H mis un exceso de acetonido de triamcinolona o
del isdmero 5@ -reducido de 1a Dihidrotestosterona, las propiedades de
sedimentacidn del complejo hormona-receptor no son modificados, no obs
tante, 1a unién de 12 DMNT-3H parece mejorarse en presencia de triamci
nolona. Por 1o contrario la DMNT suprime completamente 1a formacibn
del complejo OMNT-3H-Receptor asi mismo, la 5%-DHT es capaz de inhibir
casi completamente la unidn de la dimetilnortestosterona {Fig. 18). La
forma predominante del receptor de andrigenos en el citosol de la gldn
dula de Harder parece tener propiedades similares en el coeficiente de
sedimentacién {8S) y la especificidad del receptor en ambas especies

estudiadas.

Da los resultados de la especificidad del receptor de andrigenos en la
gldndula de Harder de la rata, se observé 1a actividad inhibitoria de
1a unién del andrdgeno marcado al receptor, por compuestos, con propie
dades estrogénicas como es el caso de 38 -androstandiol y el 178 -es-
tradiol. Esta misma observacidn sin embargo, no se aplica a los ensa-
yos que se realizaron con el citosol de la glindula de himster macho.
Este dato podria indicar 1a posible interferencia de un componente con
afinidad para estrégenos al cual se uniera el andrdgeno sintético. Pa
ra tal efecto, se estudid la unidn a los componentes citesdlicos de la
gléndula de la rata macho, empleando 3/ ,5A-androstandiol y tamoxifen
aziridipa isptdpicamente marcados. No se observd marcaje de la frae-
ci6n soluble de 1a gldndula de Harder de la rata cuando se utilizd el
metabolito de 1a testosterona (34 -Androstandiol), come radioligandos

(Fig. 19); asi mismo en ésta preparacifn €1 marcaje con un compuesto
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perfil de sedimentacién del receptor de andrdgenos en 1a
glandula de Harder del himster., Machos adultos fueron
castrados 3, 30 & 60 dias previos al exper;mento. €l ci
tosol de cada grupo fué incubade con DMNT-SH por 18h a
4 °C. Alicuotas de cada incubado fueron centrifugadas
sobr((e gr}'adientes de sacarosa 20-35% por 2.5 h a 371 000 x g3
ASE (4 ).
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Fig. 1B Patrdén de sedimentacién del! complejo hormana-3H receptor

de la fraccién soluble de 1a glandula de Harder de rata
macho. Alicuotas de citosol ?5.7 mg_proteina/ml), fue-
ron incubadas durante 22 h con DMNT-3H (2 amol/1) a4 °C;
con 0 sin un exceso {100 X) de esternides no marcados;
5/ -DHT, DMNT®, 54 -DHT® y acetonido de triamcinolona
{TA®). E1 citoso! incubado se depositd sebre un gradien
te lineal de sacarosa (20-35%). Después de una centrifu
gacidn a 371 000 x g por 2.5 h los gradientes fueron frac
cionados y se determind e) contenido de radiactividad en
cada fraccidn.
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altamente especifico para el receptor de estrdgenos coms 1o es el tamp
xifen aziridina, resultd en la ausencia completa de unidn especifica y
Gnicamente el citose} marcado con DMNT-3H utilizado como control, pro-
dujo la formacién de un complejo en el gradiente de densidad de sacaro

Sd.

Aunque no se puede descartar completamente la accifn de) estrdgenc en
13 glandula de Harder de la rata, estns resultados, aunque prelimina-
res excluyen la posible presencia de un componente de unidn de estrdge
nos. De jgual modo 1a ausencia total de un componente de unidn cito-
plasmdtico para progestinas fué ampliamente comprobado en preparacio-
nes de glidndula de hamster macho mantenidas en condiciones Gptimas pa-
ra tal efecto. Como es bien sabido, existe una poblacitn de recepto-
res putativos para progestinas, que son estrégenos regulados y Qque

estan presentes en tejidos blanco (McLusky y McEwen, 1982).

La administraci6n cronica de estradiol a animales castrados resulta en
un incremento importante del receptor citoplasmatico para progestinas.
Tomando ventaja de estas observaciones se estudid la presencia de es-
tos receptores en la gldndula de Harder de himster macho tratado créni-
camente con benzoato de estradiol o toxina colérica. E1 tratamiento
por tres dias con 5 ug de benzoato de estradiol (BE) & 10 pg (1.P.) de
toxina colérica demuestran una ausencia tota) de unidn de la progesti-
na sintética ORG 2058-3H a) citosol de la glandula de los animales trg
tados (Fig. 20). La adicion de un exceso de 100 veces de ORG 2058 (no
marcade) a 1a mezcla de incubacién muestra un perfil similar al encon-
trado en las incubaciones del citosol con el ORG 2058-3H, indicando que

1a poca unidn encontrade es de origen no-especifico (Fig. 20 pane) A),



40.

- 3 3 Az.-3
1500 3B-Adlol-2H TDMNT H _TAX.AZ.-3H
) } ¢

4
3 j
51000 1 1
L-3
@x
L.
€ 500+ 4 )
-1

1
I
1 4]

TOPE

) T T T - T T— 71 T
O 10 20 30 400 10 20 30 400 10 20 30 40
NUMERO DE FRACCION

Fig. 19 Perfil de sedimentacidn de la fraccién soluble de 1a glin
dula de Harder de rata, incubada con 38 -Androstandiol-JH
y tamoxifen aziridina-éH como radioligandos. Fracciones
de citosol obtenidas de animales orquidectomizados se in-
cubaron con 2 nmoles/1 de cada radioligando a 4 °C. La
fraccion unida especificamente fué centrifugada a través
de gradientes de densidad (ver material y métodos). Al-
bimina sérica bovina (ASB) tefida con naftol azul (4.6S},
fué corrida en paralelo como control externo (¥ ).



Estos resultados muestran que en Ja gléndula de Harder del himster ma
cho no hay poblaciones de receptores a progesterona (estrégeno y no

estrigeno regulado).

En resdmen, la ausencia de componentes de unidn para estrbgenos o pro
gestinas, sugieren que los efectos observados en la glindula de Harder
son mediados por esteroides gonadales exclusivamente, a través de la

interaccién de el {los) andrageno (s) con su receptor especifico.

a1,
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Fig. 20 Perfil de sedimentscién sobre gradientes de densidad, de la
unién de ORG 2058-H en la fraccion soluble de 1a gldndula
de Harder de) hdmster. Alicuotas de citoso)l provenientes
de animales castrados y tratados con aceite (Bg, Benzoato
de estradiol SC), o toxina colérica (D) fueron incubadas
con ORG 2058-3H mis la progestina no marcada (Panel C y D),
Fracciones de citosel de hip6fisis anterior del grupo de
los animales tratados con Benzuatg de estradiol, e incuba-
dos de igual manera con ORG 2058-°H fué utilizado como comr=-
trol (Panel A). Las mezclas de incubacifn se colocaron so
bre gradientes lineales de sacarosa y fueron centrifugadas
2 6? 000 v)'pm por 2.5 h a 2-4 °C. {4 ) Albimina sérica bovi
na (4.6 S).
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DISCUSION

Las hormonas esteroides son compuestos de peso molecular relativamente
bajo (2lrededor de 300), biosintetizados en las glandulas enddcrinas a

partir de un precursor metabGlico, el colesterol.

Dentro de este grupo de moléculas reguladoras se encuentran los corti-
coesteroides, secretados por la corteza suprarrenal, las hormonas sex-
vales femeninas (estrdgenos y progestdgenos), provenientes del ovario
y las hormonas masculinas denominadas genericamente andrégenos, produ-

cidos por el testiculo (Liao, 1976).

Una vez secretadas, estas sustancias son transportadas por medio de
proteinas séricas especificas hacia los tejidos del organisme. Sin em
bargo, la retencidn del esteroide por %os tejidos, esta determinada
por 1a presencia de macromoléculas intracelulares de naturaleza pro
téica que muestran una alta especificidad para cada esteroide en parti

cular {King y Mainwaring, 1974).

Asi, los tejidos que poseen la capacidad de retener esteroides se les
conoce con el nembre de Grganos blaance, o bien, tejidos esteroide sen-

sibles o esteroide dependientes.

La interaccidon entre el esteroide y las macromoléculas intracelulares
especificas {denominadas receptores), representa el primer evento en
el mecanismo de accidn de las hormonas esteroides a nivel celular. La
formacidn del complejo hormona receptor desencadena entonces una serie
de procesos que regulan o modulan 1a actividad celular (0'Malley y

Schrader, 1976).

Una vez que el complejo esteroide-receptor se he formado sufre una se-
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rie de cambios conformacionales (Transformacién & Activacidén del re-
ceptor) que resultan en un incremento de la afinidad del receptor
por ciertos componentes o “Aceptores". La interaccién del complejo
activado esteroide-receptor cont el aceptor nuclear, induce la inicia
cidn de la transcripcidn de genes especificos y por lo tanto, la pro

duccidn de ciertas proteinas se incrementa (Hiippaka y Liao, 1984).

Asi, uno de los primeros efectos de los andrdgenos sobre los érganos
sexuales accesorios masculinos es el de aumentar la sintesis de ARN,
incluyendo ARNm, y este efecto es observado en un tiempo muy corto
después derTa administracidn del androgeno, por ejemplo Testosterona
{Liao, 1976). Por el contrario los tejidos que no responden a la
administracién de 1a hormona, carecen invariablemente de receptores
especificos. Receptores para glucocorticoides, mineralocorticoides;
estrbgenos, andrbgenos y progestinas han sido identificadas en teji-
dos, sobre los cuales se ha observado un efecto fisiolagico de estos

compuestos (0'Malley y Schrader, 1976},

Se acepta como criterfo general para definir a un receptor (R)
a édquella molécula o grupo de moléculas que interaccionan con una
hormona (H) por medio de sitios de unidn especificos para formar un
complejo {H-R) el cual es mediador de los eventos celulares que re-

sultan en la amplificacion de la respuesta fisjoldgica de la homora.

El efecto de las hormonas esteroides se puede manifestar en los drga
nos blanco, en cambios a diferentes niveless bioquimicos,metabdlicos,
fisioldgicos y morfoldgicos. Algunas de éstas alteraciones han sido
observadas, cuando por manipulaciones experimentales se ha tratado

de elucidar la pasible funcién de la gléndula de Harder. En Ta glén
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dula de Harder de ciertos roedores, se manifiestan después de la gona
dectomia, modificaciones importantes de Yas caracteristicas celulares,
ésto es peso de la gldndula (Payne et al, 1977), dimensibn celular
(Clabough y Norvell, 1973; Bucana y Nadakavukarem, 1972), estructura
celular (Hoffman, 1971; McMasters y Hoffman, 1984) y en la sintesis
de prouductos de secrecion (Ulrich et al, 1974: Reiter et al; 1983;
Hoffman et al, 1985). Estos efectos son, sin embargo, revertidos o
prevenidos por la administracidn de esteroides con propiedades andro-
génicas (Lin y Nadakavukaren, 1979; Sun y Nadakavukaren, 1980). La se
rie de observaciones antes mencionadas indican, que de alguna manera,
en la glindula de Harder de este grupo (roedores) los esteroides gona

dales juegan un papel predominante en la fisiologia glandular.

Con el fin de evaluar si 1a sensibilidad de }a gldndula de Harder a
los andrdgenos es mediada a nivel celular, a través de interacciones
del andrégeno con sitios de unidn especificos, se 1levaron a cabo una
serie de experimentos para caracterizar el receptor i{ntracelular de
andrégenas en la gldndula de Harder. Estos estudios se realizaron en
dos especies de roedores, cuyas gldndulas exhiben una diferente res-
puesta a la accion de los andrdgenos. Las glindulas de Harder tanto
de la rata, como del himster macho fueron elegidos come modelo para
el estudio del receptor dadas sus caracteristicas, asi, en el himster,
la gldndula presenta un verdadero dimorfismo sexual mientras que la
rata solo diferencias menores entre las gldndulas de los dos sexos han

sido descritas.

Una de las primeras evidencias acerca de la sensibilidad de 1a glandu

la de Harder a esteroides, fué mostrada por Brooksbank, utilizando una



feromona de naturaleza esteroidal, isotdpicamente marcada { & 16-An-
drostenona), la cual observd, era retenida preferentemente por la
glandula de Harder {Brooksbank et al, 1973). ' Este compuesto sin em-
bargo, no posee actividad androgénica per se, ni se une J receptores
conocidos para esteroides, 1a ausencia de unibn de esta feromona al
receptor de andrjgenos, ha sido recientemente demostrada, en el epi-

telio nasal del cerdo (Hancock et al, 1985).

S{ bien, 1a A16-Androstenona es captada especificamente por la
glédndula de Harder de la rata, su modo de accidn no es a través del
receptor de andrigenos, segdn se demostrd al observer que no compite
por el sitio de unidn del receptor de andrdgenocs, de 1la ratz § el

himster (Figs. 13 y 15).

En el presente trabajo el marcaje especifico del receptor de andrige
nos en la gidndula de Harder, fué llevado a cabo por el uso de un 1i
gando sintético de alta actividad especifica (a.e.) que exhibe gran
avidez por e) receptor de andrdgenos, EV compuesto en cuestién es
el andrégenc sintético Dimetilnortestosterona-3H (:7e8 174 -dimetil,
19 nor-testosterona), que muestra ademds ciertas ventajas sobre los
radioligandos naturales como 1a Sk «BHT-3H, ya que no se une a prote
inas transportadoras séricas que pudieran interferir en la cuantifi
cacidn del receptor. Asi mismo, en la preparacidn de las fracciones
citosdlicas de la gléndula de Harder, el empleo de molibdato de so-
dio {NapMoOg), permitid establecer las condiciones ptimas para el
estudio del receptor de andrigenos “natives" en ia glandula de Harder,
Aunque e] efecto estabilizador del molibdatc sobre los receptores de

esteroides no ha sido bien establecido (Noma et al, 1980), su inclu-

LN
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sion en las soluciones amortiguadoras utilizadas en los experimentos
muestran que este compuesto estabiliza la interaccidn entre el ligan-

do-3H y el receptor.

Uno de los primeros criterios para caracterizar el receptor de andrd-
genos en la glandula de Harder, fué 1a medicién de 1a unidn del radio
tigando DMNT-3H a su receptor en preparaciones crudas de citosol. Las
figuras 6 y 7 muestran la interaccién especifica del radioligando
DMNT-3H con el componente de unidn presente en la fraccion soluble de
la glandula de 1a rata y el hamster respectivamente. La unidn méxima
fué alcanzada a las 12 h de incubacidn, lo que indica la presencia de
un componente de unidn para andrbgenos en ambas especies. Si se asu-
me que la formacién de un complejo hormona-receptor es un evento obli
gatorio para desencadenar una respuesta biolégica, el siguiente paso,

fué el de demostrar que este componente de unidn es saturable.

La exposicidn de 1a fraccidn soluble de las células de 1a gléndula de
Harder a diferentes concentraciones de DMNT-3H o bien, del radioligan
do mds un exceso de compuestos esteroides no marcados demostraron,que
el componente de unidn exhibe gran afinidad por Va DMNT-3H, ademis de
ser un sistema de unidn saturable (figuras 10 y 11). Por otra parte,
los sitios de unidn determinados por el método de Scatchard, muestran
ser de alta afinidad y baja capacidad (Scatchard, 1949). Las constan
tes de disociacidn (Kd) aparentes (8.9 X 10-10 4 y 3.0 x 10-10 M),ast
como el nimero de sitios de unién {66 fmolas y 113 fmolas), obtenidas,
para la rata y el himster respectivamente, son similares a las ya re-
portadas para el receptor de andrdgenos, de diferentes tejidos (Liao

t al, 1973; Ginsburg y Shori, 1978; Amet et al, 1986)
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Subsecuentemente, 1a especificidad de los sitios de unifn de alta afi
n‘idad fué determinada por estudios de competencia, en donde los resul
tados muestran claramente que los compuestos (esteroides), con activi
dad androgénica intrinseca, se comportan como antagonistas de 1a unién
de la DMNT-3H, &sto es, compiten efectivamente por los sitios de
unidn; mientras que, compuestos carentes de tal actividad, como es el
caso de los glucocorticoides, progestinas o estrdgenos, exhiben poca
o casi nyla interferencia con la unidn del radioligando (Figuras 13-
15). De ésta manera, el componente de unidn de alta afinidad parece

exhibir el mismo grado de especificidad en ambas especies estudiadas.

Los resultados de especificidad del componente de unién de la glindu-
la de Harder del hdmster apoyan fuertemente los hallazgos de Payne re
ferentes a la habilidad que tienen diversos andrdgenos para mantener
el peso y el tipo celular de la gldndula del hamster (Payne et _al,
1977). De este modo el mantenimiento de las c&lulas tipo Il en el ma
cho estd determinado por la presencia de andrdgenos circulantes posi-
bhlemente de origen testicular, mientras que la presencia de pigmentos
dentro de 1a glandula es requlada probablemente por un efecto inhibi-
torio (ya sea la biosintesis o sobre la actividad de ciertas enzimas
involucradas en la formacién de protoporfirinas) que ejercen Jos an-

drigenos a través de su interaccién con este componente de unidn.

La existencia de al menos dos formas del receptor de andrigenos en la
fraccion soluble de diversas células blance, ha sido reportada por

t al, 1979; Grody et al, 1982; Tai et al, 1985).

varios autores {Lea
Ambas formas del receptor tienen la capacidad de unir especificamente

andrégenos-JH y han sido agrupades en base a sus propiedades de sedi-
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mentacion sobre gradientes de densidad. Las formas menores del recep-
tor presentan un coeficiente de sedimentacién de entre 3.5 - 5.5 § y

un'peso molecular aproximado de 85 000 Daltones.

A esta forma del receptor se le ha denominado indistintamente como el
receptor "activado”, “transformado" 6 “disociade” (Tindall et al,1984;

Tai et al, 1986).

La otra forma del receptor, 1a forma grande o "no transformada®, por
el contrario, tiere un peso molecular mayor a 100 000 Daltones y un
coeficiente de sedimentacién de 8-9 S &, mayor; este receptor no trans

formado o receptor "nativo" es la forma predominante en 1a fraccién ci
toplasmitica de 1a célula, cuando el receptor no tansformade es extrai
do en condiciones de baja fuerza idnica. Posterior a 1a unibn del an-
drégeno-3H con el receptor "nativo”, el complejo sufre cambios confor-
macionales {activacién del receptor), incluyendo modificaciones en su
coeficiente de sedimentacién, que le confieren entonces 1la capacidad

de interaccionar con 1a cromatina (Hiippaka y Liac, 1984;Yamamoto,l985).

E1 receptor de andrigenos que observamos en el citosol de 1a gldndula
de Harder tanto de la rata como del himster, puede ser considerado dep
tro de esta iltima formz de receptor, es un receptor “native” (figuras
16-18).

La forma 8-3 S del complejo Andrégeno-SH-receptor de la glindula de
Harder del himster (en presencia de Molibdato} conservé inalterada su
capacidad de unidn, alin cuando en e} marcaje del receptor se emplearon
dos diferentes ligandos DMNT-3H (Fig., 16, panel 1} & bien 5&-DHT-
34 (Fig. 16, panel 4). La alta especificidad del receptor “nativo”

fué asi mismo observada para ambos radioligandos cuando se incubaron
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en presencia de DMNT ¢ 5ol -DHT no marcadas. La formacidn del complejo
andrdgeno-receptor en el citosol de la glindula de Harder del himster,
también fué registrada en animales castrados previamente (30 y 60 dias)
y se observi que las caracteristicas de la glindula son predominante

mente femeninas (Payme et al, 1977: Lin y Nadakavukaren, 1979). Aun-

que el método de sedimentaciGn en gradientes de densidad no es un méto
do cuantitativo, nos permite inferir que la concentracidn del receptor
no es afectada por la castracign (figura 7) al menos, en Ya glandula
de Harder del himster. Estos resultados nos permiten sugerir ademds,
que la glindula de Harder de la hembra, debe poseer también este compo
nente de unifn, ya que la castracién provoca la transformacién de 1la
gl&ndula hacia el tipo hembra ocho semanas después de la operacion

(Clabough y Norvell, 1973; Hoffman et al, 1985).

Por otra parte, el receptor de andrbgenos presente en 1a g¢léndula de
Harder de la rata, posee un coeficiente de sedimentacidén idéntico al
det hamster (figura 18). Ademds, aunado a sus propiedades de unién y
a su alta especificidad, los datos sugieren que se trata de un compo-
nente de unidn similar, que comparte propiedades fisicoquimicas de un
receptor y que éste se encuentra en ambas especies aunque presentan 1i

geras varjaciones.

La observacion de que el receptor de andrdgenos en 1a glindula de 1la
rata se encuentra en menor concentracién que en la glindula de himster
(vér resultados) y corroborada en los estudios de formacidn del comple
jo en gradientes de densidad (Figs. 16 y 17). Este hecho apoya la idea
de una menor dependencia de los andrdgenos en la regulacidon de la glén

dula de Harder de la rata y otros vertebrados, (Ebling et al, 1975 a,
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1975 b; Brownscheidle y Niewenhuis, Weaker, 13813 Johnson et 21,1983},

con respecto a2 1a gldndula del hamster.

Aungque 1as caracteristicas ultraestructurales de la glindula de Harder
de las ratas macho, parecen no alterarse después de la castracidon ni
despuds de Ta administracidon de testosterona, una reduccidn en el nime
ro de "paquetes" de reticulo emdoplismico de las células tipo "B" fué
observada en animales castrados (Brownscheidle y Niewenbuis, 1378}. No
se encontraron diferencias morfoldgicas importantes después de 1a admi
nistracidn de testosterona Jo cual, puede ser explicado por 12 canti-
dad {50 ug/dia) de andrdgeno administrada, ya que puede considerarse
una dosis relativamente insuficiente para mantener niveles fisioldgi-
ces constantes de testosterona. Por otro lado la dependencia de la
glindula de Harder en la rata a los andrdgenos gonadaies, queda demos-
trada por el efecto que tienen éstos sobre el peso mismo de la gléndu-
la y sobre 1a produccidn de 1ipidos intraglandulares, de éste modo la
administracion de testosterona produce un incremente o mantiene el pe-
s0 y la produccidn de sebo en animales castrados (Ebling et al, 1975 a

y b), y ain en animales hipofisectomizados y castrados.

Estas observaciones apoyan fuertemente el concepto de que la reguia-
¢i6n androgénica de 1a gléndula es ejercida via receptor de andrdgenos

en ambas especies.

Sin embargo, la participaciGn de otras hormonas esteroides de origen
suprarrenal y/o gonadal no puede ser descartada, particularmente, por
el hecho de que tanto el estradiol como 1a progesterona pueden alterar
en cierto grado la concentracion de porfirinas intraglandulares en la

rata {Ulrich et al. 1974) y en el hamster {Payne et al, 1978}.
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La sintesis del receptor de progesterona, a su vez depende de la accidn
del estradiol a nivel transcripcional (Mclusky y McEwen, 1978, 1980},
ésto significa que el estrdgeno modula la sintesis del receptor de pro
gesterona en los tejidos blanco. Si se presupone que el efecto de la
progesterona sobre las fluctuaciones de porfirinas es ejercido median-
te este mecanismo, entonces algin componente de unibn intracelular de-
be estar presente en la glindula de Harder. Los resultados sin embar-
go, muestran lo contrario (Fig. 20}. La administracién de benzoato de
estradiol a hdmsters castrados no indujo respuesta alguna en 1a glin
dula de Harder en términos de sintesis de receptor de progesterona ade
mas la ausencia de receptores residuales para progesterona Maclusky-
y McEwen 1978, 1979), en los animales no tratados (Fig. 20) con lo cual
se puede concluir (con las raservas pertinentes), que en la glindula
de Harder no se encuentran presentes receptores de progesterona espec
ficos y que sus efectos observados en la glindula de Harder deben ser
mediados por otro (s) mecanismo (s) diferente {s) a1 modo de accién

cldsico.

Esta sugerencia esta apoyada en los resultados donde la administracidn
de toxina colérica a hdmsters castrados, no indujo modificacidn alguna
sobre 1a sintesis del receptor de progesterona, adn cuando un incremen
to significativo del mismo por toxina colérica ha sido reportado (Alle
va et al, 1983). En contraste, el tejido de la hipafisis anterior, que

responde al estimulo del estradiol exdgeno con la formacién de un

-

s
complejo ORG 2058-3H receptor, se utilizé como contral positivo de re-
ceptor de progesterona, (Fig. 20), en comparacidn a) efecto de la to-

xina colérica y el benzoato de estradiol sobre la gldndula de Harder.



A este respecto, los resultados de especificidad del receptor de an-
drogenos en 12 glandula de Harder, indican cierta interferencia por
parte del estradiol (figuras 13, 14) y especificamente por el metabo
lito reducido de 13 testosterona, el 34,5« -Androstandiel con la
interaccion de 1a DMNT-3H-receptor (figura 13). Si bien, se sabe
que estos compuestos (estradiol y 34 -androstandiol), précticamente
no interaccionan caon el receptor de andrégenos; cierto grado de anta
gonismo ha sido observado (King y Mainwaring, 1974), y se cree que
su accibn es ejercida a través del mismo receptor (Garcia y Roche

fort, 1979; Thieulant et al, 1981; Vilchis et al, 1986).

Debido a la fuerte interaccidn que ejerce el 32 -Androstandiol sobre
la unin de la DMNT-3H en la glindula de la rata macho se decidid
examinar el comportamiento de unidn del 38 -Androstandiol-3H en 1a
Fraccion citoplasmitica (figura 19) no encontrdndose ningunz eviden
cia de interaccién especifica, ni an, cuando se intentd el marcaje
con el estrégeno no esterpidal Tamoxifén aziridina-JH (Fig. 19}. Es
to sugirig la inexistencia de un componente de unidn para estrdgenos
o en si, para el 3A-Androstandiol-3H que pudiera estar involucrade

en la modulacidon de les niveles de porfirinas en 1a gléndula.

Finalmente los cambios observados en los niveles de porfirinas duran
te el ciclo estral del himster {Payne et al, 1979) o bien, debidos a
la administracion simultdnea de estrbgenos mis progesterona (UTrich
et al, 1974). Podrian explicar la interaccitn de esta iltima a nivel
del epitelio glandular.

Para que ocurra una respuesta celular inducida por pregesteorna, la
presencia de receptores especificos en la c&lula blanco es un evento

deteminante (0'Malley y Schrader, 1976).
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Hasta ahora el Gnico efecto conocido, que es inducido por la toxina
colérica en la glandula, es el de incrementar de 6 - 20 veces la ac-
tividad mitogénica (Hoffman y Alleva, 1982) y a diferencia de lo que
sucede en otros tejidos, esta toxina no es capaz de inducir la sinte

sis de receptores en la gléndula de Harder.

Ep consecuencia puede afirmarse que 13 gléndula de Harder no es un
tejido blanco a progesterona o a sus derivados, ya que se demostrd
la ausencia total de componentes de unién citoplasmitico y por 1lo

tanto su accidn a nivel gendmico queda de jgual forma descartado.

Una posible forma de actuar del estrégeno y la pregesterona a nivel
glandular, estaria confinado a 1a modulacidn de la secrecidn de otras
sustancias a nivel del eje hipotdlamo-pineal-gbnada, ejerciendo por

Jo tanto un efecto indirecto sobre 1a glindula de Harder.

La interaccifn existente entre la pineal y la gdnada (testicule), en
el control de la glindula de Harder ha sido reiteradamente sugerida
(Wetterberg, 1972; Clabough y Norvell, 1973; MacMasters y Hoffman,
1984), sin embargo, recientemente la produccién o sintesis in Situ
de melatonina dentro de la glandula ha sido demostrada (Hoffman
et al, 1985). Este hallazgo complica grandemente el entendimiento
de los efectos de la melatonina sobre la glindula de Harder, particu
larmente por que los niveles de Ta misma (melatonina) parecen estar
controlados por andrégenos (Hoffman et al, 1985). Las concentracio-
nes de melatonina producidas dentro de 1a gldndula de 13 henbra estan
elevadas de 3 a 4 veces con respecto a las del macho, mientras que
la remocidn gomadal a estos G1times, produce un incremento gradual

de 1a melatonina, probablemente este fenfmeno estd mediado a través



de un efecto inhibitorio del andrdgeno, via su receptor, sobre la
actividad de algunas enzimas involucradas en la sintesis de melatoni
na como la N-Acetil serotonina o bien, Hidroxiindol-0-Metil transfe-

rasa {Cardinali et al, 1972; Pang et al, 1977).

Indirectamente e} andridgeno afecta entonces el contenido de porfiri-
nas ya que 1a melatonina incrementa la concentracién de estas (Reiter

¥y Klein, 1971; Jod y Kahdn, 1975}, dentro del tejido.

Por 1o tanto, los resuitados apoyan el concepto de que los andrige-
nos tienen un pape! regulador, que actuando via-receptor intracelu-
lar, modulan su expresién gendmica. Una serie de cambios metabdli-
cos morfolagicos y hioquimicos que se ilevan a cabo en la glindula
de Harder pueden ser parcialmente entendidos a través de esta interac
cidn.

Quedan aiin muchas interrogantes por ser contestadas que expliquen sa
tisfactoriamente algunos aspectos de la fisiologia de la gléndula de
Harder que nos permitan comprender su funcidén. Los resultades del
presente estudio representan una pequefia contribucidn para el enten-

dimiento de la regulacidn de la gléndula de Harder.
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CONCLUSIONES

Oe los estudios realizados jn vitro con la fraccidn soluble de las células

de la glandula de Harder de dos especies de roedores; Mesocricetus auratus

y Rattus rattus, los resultados fueron interpratados de la siguiente manera:

a)

b)

c)

d)

Se reporta por vez primera un componente de unidon altamente especifico
para androgenos presente en la fraccidn citoplasmitica de la glandula

de Harder en estas especies.

Este componente intracelular exhibe pardmetres de unidn al equilibrio,

similares a las del receptor de andrdgenos.

Las propiedades de sedimentacidn del componente citoplasmitico de alta
afinidad sugieren que se trata de la forma nativa del receptor de an-

drégenos.

La ausencia de otros posibles receptores (progesterona y/o estrdgenos)
en la glindula apoyan el concepto de que 1a regulacidén hormonal de es-
ta estructura es mediada principalmente por andrigenos a través de es-

te receptor especifico.
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Apéndice _|.

Determinacién_de Proteinas por la Técnica de Bradford.

El método de Bradford {Bradford, 1976), es un método colorimétrice utiliza-
do para la cuantificacion de proteinas en muestras bioldgicas. Este método
se basa en la observacifn de que el colorante azul brillante de Coomassie
{que existe en dos formas diferentes de color; roja y azil), en su forma ro
ja, es convertida a la forma azdl cuando se une el colorante con la prote$-
na. E? complejo colorante-proteina tiene un coeficiente de extincion alto,

10 que permite una gran sensibilidad en la medicion de las proteinas.

La union del colorante a Ja proteina produce un cambio en 1a absorcidn maxi

ma del colorante gue va de 465 a 5395 nm.

Este método tiene la ventaja de que cationes {sodio, potasio), y detergen
tes (Tritén X 100 y dodecil sulfato de sodio), no muestran i_nterferencia en

1a reaccidn.

En ésta técnica el colorante azil brillante de Coomassie §-250 es utilizado
como reactivo y la albimina sérica de bovino {BSA), se emplea como estindar

de referencias.

En este método el ensayo se determina (lee) en un espectrofotdmetro 3 595

nm y la reaccidn permanece estable por lo menos 60 minutos.
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