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NOMBRES TRIVIALES Y SISTEMATICOS DE ESTEROIDES NATURALES Y 

SINoETICOS Y OTROS COMPUESTOS EMPLEADOS EN ESTE ESTUDIO 

NOMBRE TRIVIAL 

l. Tes tos tero na, (T) 

2. 19-Nor-tes tos tero na. 
( 19-Nor T) 

3. 5 <A-Di hi drotes tos te ron a, 
( 5d. -DHT) 

4. Sid-Oi hi drotes tos tero na 1 

( 5,6 -DHT) 

5. Pro ges tero na 

6. Estradiol 

7. 6. 4-Androstendiona 

6. Dehi droepi andros terona 
(DHA) 

9. .O 5-Androstendiol 

10. 3 /1•511.-Androstandiol 

11. 3 o\ ,5 o( -Androstandiol 

12. 416-Andros te nona 

13. 3¡1), A 16-Androstenona 

14. Jo(, ti.16-Androstenona 

15. Etiocolanolona 

16. Mi bo 1 e ron e, (DMNT) 

17. Met i 1 trienolona, (R 1161) 

16. ORG 2056 

19. Acetonido de triamcinolona 

NOMBRE SISTEMATICO 

17~ -hidrox f-4-androsteno-3-ona 

17 f'l-hi drox i -19-nor-4-andros teno-3-
ona. 

17;3 -hi drox i -5 o< -androstano-3-ona. 

l7fi -hidroxi-5 ""-•ndrostano-3-ona. 

4-pregneno, 3, 20-di ona. 

1,3,5(10) estratrieno,3,17 -dial. 

4-androsteno ,3, 17-diona. 

3,<l-hidroxi-5-androsteno, 17-ona. 

5-androsteno-3,6 ,17,d -dial. 

5'I. -androstano,3,¿J,17,(3 -diol. 

5 ol.-androstano,31( , 17¡3-df ol. 

5 IA-16-andros tena, 3-ona. 

3,0 -hi drox.i ,5q'\,16-androsteno-3-ona. 

3~-hidrox.i ,5 OS..,16-androsteno,3-ona. 

3"" -hi droxi 1 5,d-androstano, 17-ona. 

71>, 17o< -dimetil-17,ó-hidroxi-19-Hor 
4-androsteno-3-ona. 

17,et -hi droxi, 17.< -metil-4, 9-11,estrE_ 
tri ene, 3-ona. 

16 d. -e ti 1-21-hi drox i-19-nor, 4-pre9-
neno, 3 ,20-di ona. 

1,4-pregnand1enó', 9~-fluoro-11¡0, 
16~ 1 17 ,21-tetrol 3,20-diona-16, 
17 acetonido. 



NOMBRE TRIVIAL 

20. Tamoxifen 

21. Tamoxifen azirldlna 

NOMBRE SISTEMATICO 

2-(4( l ,2-dlfenil-1-butenil) fenox; )
H,H dimetiletanamina; l p,4-dfmetila 
minoetoxifenil-trans 1,2 difenflbut-
1-eno. 

2-(4(1,2-dlfeni 1-1-butenil) fenox;J
N,N dimetiletanamina; 1-Jld ·dimetila 
minoetoxi fenil-trans-1,2 difenilbut-
1-ena, N-imina. 



CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS EN LA GLANDULA 

DE HARDER 

l. INTRODUCCION 

A finales del siglo XVII el naturalista suizo Johan Jakob Harder 

(1657-1711} t infonnó por primera vez de la existencia de una estructy_ 

ra local izada dentro de la órbita ocular. Por la excelente descrip

ción anatómica de esta estructura intraorbital realizada por Harder 

en una especie de venado (Dama vulgaris) en la actualidad se le cono

ce como glándula de Harder o glándula Harderiana. 

1. 

A excepción de los peces, la glándula de Harder (glándula palpebrae 

tertiae profunda). está presente en la mayoría de los vertebrados, y 

se desarrolla en asociación con la membrana nictitante o tercer párp! 

do en animales adaptados a la vida terrestre, por lo cual se le atri

buye como una de sus múltiples funciones, la de lubricar y hum'?decer 

la córnea en aquellos animales que poseen esta membrana. 

Filogenéticamente 1 la glándula de Harder se encuentra presente en an

fibios, reptiles, aves y mamíferos y aunquf! se le consideraba ausente 

en anfibios totalmente acuáticos se ha descrito en el Xenopus !.Q.• do!! 

de ha sido estudiada con detalle (Shirama et al, 1982). En los prim~ 

tes, esta glándula existe sólo en forma vestigial, como una P.structu

ra embrionaria transitoria, desaparPciendo por completo en las etapas 

tardías del desarrollo (Kennedy, 1970). 

La glándula de Harder se encuentra situada en la parte profunda de la 

órbita ocular, en la región naso-posterior del globo ocular, y está 

asociada anatómicamente con 1 os múscu 1 os ocu 1 a rP.s y ex. traocures, ro-
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deando una porción del nervio óptico rvenable y Grafflin. 1940). Esta 

estructura junto con las glándulas orbital externa e infraorbital for 

man parte de las glándulas orbitales (ver figura 1). En los anuros 1a 

glándula de Harder se desarrolla en etapas perimetamórficas (Shirama 

et al, 1982), mientras que en las aves ésta se desarrolla en 'intlma 

asociación con la membrana nictitante (Burns, 1975}. El dueto de la 

gl3ndula en los reptiles se abY"e dentro del órgano vomeronasal {Kenne .. 

dy, 1970). Comparativamente en el armadillo (Weaker, 1981), los due

tos de la glándula de Harder tenninan en la base de la membrana nicti

tante, y en algunos mamHeros, un dueto simple de la glándula termina 

en la superficie interna del tercer párpado. 

En la rata (Brownscheidle y Niewenhuis, 1978), ratón {Strum y Shear, 

1982), hámster (Bucana y Nadakavukaren, 1972), conejo (KÜhnel, 1971), 

y en otros mamíferos. Ja glándula de Harder es alargada, de tamaño te

lativamente grande, (ver figura 1), lobulada o bilobulada y estruct!! 

ralmente está compuesta de tübulos y alveolos secretores, de secreción 

apdcdna 'Kennedy. 1970), holócrina (Hoffman, 1971}. ó merócrina según 

la especie de quP se trate. El tipo de secreción que elabora la glá!!, 

dula de Harder, puede ser de naturaleza serosa, mucosa, seronucoide, 

mixta y l'ipidlca; aunque debe señalarse que 1a secreci6n d~ l'ipidos y 

la presencia de porfirinas han sido descritas ünicamente en mamíferos 

(Brownscheidle y Niewenhuis, 1978; Figge y Davidheiser, 1960}. 

Esta estructura túbulo-alveolar se encuentra en la mayorla de los roe

dores, constitulda por celulas mioepiteliales y por varios tipos dife

rentes de células secretoras (Strum y Shear. 1982). 
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Fig. 1 Localización anatómica de la glándula de Harder en rata, 
cuya posición retro-ocular es característica entre los 
roedores. Glándula orbital externa og; músculo oblicuo 
superior S.O., músculo bolicuo inferior 1.0.; glándula 
infraorbital i .g. En detalle en la parte superior se 
muestra una glándula de Harder amplificada varias veces. 

3. 
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En la rata albina esta constituida por dos tipos de células~ Las 11Tipo 

A11 y las "Tipo B". Las celulas 1'A11 poseen grandes vacuol as de conteni

do lipidico, poco citoplasma intervacuolar y constituyen la mayor parte 

del epitelio glandular, mientras que las células "B" son más pequei'las, 

contienen vacuo las pequeñas y grandes cantidades de citoplasma interva ... 

cuolar y se encuentran en menor proporción~ Una caracteristica de las 

células 11 8'1 es la presencia de reticulo endoplásmico liso abundante y 

de gran cantidad de mitocondrias. 

Los dos tipos de células secretoras son de forma piramidal {Kanwar, 

1960) y descansan sobre una lámina basal, la cual está 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 Himen de algunos alveolos se observan acumul2 

ciones de pigmentos o material denso. de coloración café rojizo que se 

han identificado como porfirinas predominantemente copro y proto-porfi

rinas y una Harderoporfirina que ha sido aislada exclusivamente de la 

glándula de Harder de la rata albina (Kennedy, 1970). 

No existe dimorfismo sexual en la glandula de Harder de la rata. De h~ 

cho, no se han encontrado diferencias morfológicas de la glándula entre 

la rata hembra y la rata macho9 aunque el peso de la glándula de Harder 

parece ser ligeramente mayor en el macho; histológicamente no se obser

van diferencias significativas entre ambos sexos, esto es, contienen el 

mismo arreglo celular y la única diferencia discreta es al parecer, la 

presencia de una mayor cantidad de Hpidos en los alveolos de la rata 

macho (ver figuras 2 y 3). 



Fig. Preparación histológica de glándula de Harder de rata nor
mal. Nótese la presencia de pigmentos en el lúmen del al
veolo (Izq.) y el depósito de material lipidico. Azul de 
toluidina 250 X. 

Fig. Preparación histológica de glándula de Harder de rata hem
bra. Se muestran detalles de varios acinos glandulares 
con vacuolización homogenea y núcleos basales picnóticos. 
Azul .de toluidina 250 X. 

5. 
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Los resultados de estudios {Christensen, 1953; Wooley y Worley, 1954), 

realizados en la glandula de Harder del hámster, indican que morfológ.J. 

camente es similar, pero no idéntica a la glándula de la rata; ya que 

las glándulas del macho son más grandes que en la hembra y de color 

mas claro, mientras que en la hembra son pequeñas, de color grisáceo, 

y bajo la luz ultravioleta exhiben diversos grados de fluorescencia 

(Kennedy, 1970), lo cual es debido a la alta concentración de porfiri

nas, que es caracteristico de la glándula tipo hembra (Hoffman, 1971). 

El arreglo celular de la glándula en el hámster sigue casi el mismo Pª-. 

trón que en la rata, ésto es¡ una membrana basal sobre la cual descan

san células mioepiteliales que contienen filamentos finos en su cito

plasma y núcleos relativamente grandes, y sobre éstas células desean 

san los componentes del epitelio secretor (&JCara y Nadakavukaren, 1972). 

Sin embargo, a diferencia de lo observado en la rata, en la glándula 

de Harder del hámster existe un verdadero dimorfismo sexual, (Christen 

sen y Dam, 1953¡ Wooley y Worley, 1954; Payne gi ª-1_, 1977; Wen Lang y 

Nadakavukaren, 1979; Hoffman y Janes, 1980; Thomson il ª-1_, 1984; John

son y Reiter, 1985}. La glándula de la hembra posee únicamente un ti

po de células acinares ó tipo 11 JI' similares al tipo 11 A11 de la glándula 

de la rata, que se caracterizan por su forma piramidal, citoplasma fi

namente vacuolado, de núcleo ba:;al y que presentan en su porción api

cal depósitos de pigmentos obscuros {porfirinas} una característica 

única de la glándula femenina (ver figura 4 y 5). Algunas células 

epiteliales secretoras poseen microvellosidades en el ápice así como 

una marcada interdigitación celular. 

En el hámster macho, la glándula de Harder presenta las siguientes di-



Fig. 4 Corte histológico de glándula de Harder de hámster normal. 
Se observa una marcada concentración de pigmentos en el lú 
men alveolar y un solo tipo celular (Tipo I). Los núc1eoS 
de éstas células son basales. Azul de toluidina 250 X. 

Fig. 5 Corte histológico de glándula Harderiana de hámster macho 
normal. Las células tipo 11 características del macho,con 
tienen vacuolas grandes y se observan en mayor proporció"n 
(claras} que las células tipo 1, (oscuras). En todos los 
acinos se encuentran dispersos núcleos basrles picnóticos. 
Azul de toluina 250 X. 

7. 
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ferencias morfológicas con respecto a 1a glándula dP. la hembra: existe 

otro tipo de células epiteliales secretoras, además de las células t.! 

po 1, las células tipo 11, cuya presencia es exclusiva del hámster ma

cho y se caracterizan por presentar una vacuol ización extensa en su 

citoplasma. Estas células son generalmente largas y ocluyen la luz 

del alvéolo y contienen material lipídico finaf'lente granulado y disper. 

so en todo el citoplasma {Hoffman, 1971). Aproximadamente un tercio 

de las células secretoras de la glándula del macho contienen grandes 

vacuolas en la parte apical que parecen estar fusionadas al lúmen (Bu

cana y Nadakavukaren, 1972). Cada célula secretora tiene un núcleo de 

localización basal, con dos o más nucleolos. El análisis ultraestruc

tural de la célula tipo fI revela la presencia de 11 racimos" de túbulos 

cilíndricos rodeados de membranas distribuidos al azar en todo el citQ 

plasma, cada tú bu 1 o pareciera es ta r compuesto de subun i dades ITli crotub!! 

lares (Bucana y Nadakavukaren 1 1972). 

Estos racimos tubulares no se observan en las preparaciones histológi

cas de glándulas Harderianas del hámster hembra. Contrariamente a lo 

observado en la rata macho, en la glándula del hámster macho no se ob

servan depósitos tisulares de porfirinas; sin embargo, la castración 

induce una rápida y gradual concentración de las mismas en las células 

secretoras (Hoff111an, 1971;, Payne tl tl 1 1977;, Bucana y Nadakavukaren, 

1978; McMasters y Hoffman, 1984). 

En la glándula de Harder de algunos mamiferos se presentan y acumulan 

grandes cantidades de porfirinas que son sintetiiadas y almacenadas 

dentro de la glándula. En experimentos en los que se ha utilizado co

mo precursor ácido ,\-aminolevul inico parece ser que las enzimas nec~ 
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sarias para la biosintesis de protoporfirinas estan presentes en la 

glándula de Harder (Davidheiser y figge, 1955; Figge y Davidheiser, 

1957. 1960). 

En el hámster sirio la concentración de protoporfirinas dentro de la 

glándula es inclusive, r.iayor a la encontrada en el higado y la sangre. 

Por otra parte, cuando se analiza la actividad enzimática de una glán

dula proveniente de un macho contra 1a de una hembra, la diferencia 

más significativa tal vez sea la relativa a la actividad de 1a enzima 

ácido- /J-aminolevulinico sintetasa {la enzima 1imitante en la síntesis 

del anillo pirrólico}, que en las hembras esta incrementado de 5 a 6 

veces con respecto a la actividad en el macho {Thompson il il' 1984). 

Este conocimiento puede ser de ínteres para conocer el papel que desem 

peñan las porfirinas Harderianas en la fisiologla de la glándula, ya 

que su s'intesis parece estar controlada por diferentes est1mulos hDrlTIQ 

nales provenientes tanto de la hipófisis anterior, la glándula pineal 

y las gónadas, lo cual sugiere un control hormonal fino, el cual a su 

vez depende del estado fisiológico del animal. 

Durante el ciclo estral del hdmster, las concentraciones totales de 

parfirinas, así como el peso de la glándula sufren variaciones signifj_ 

cativas en las diferentes etapas, encontrándose incrementadas durante 

e 1 estro. las concentraciones de porfi ri nas, también se encuentran 

considerablemente altas a lo largo de la gestación y en las primeras 

etapas de la lactancia {Payne il 2J, 1979). En la rata adulta no se 

han encontrado diferencias morfológicas importantes entre e1 macho y 

la hembra 1 en las glándulas de ambos sexos la concentración de pigmen

tos parece ser similar y las caractertsticas ultraestructurales de un 
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animal orquidectomizado no son distintas a las de un animal intacto 

(Brownscheidle y Niewenhuis, 1978), asl mismo existen depósitos de pi~ 

mentas en la glándula tanto del macho como de la hembra. 

Por el contrario, en el hámster macho la castración induce un incremen 

to en la producción de porfirinas dentro de la glándula, lo que con 

trasta con lo observado en el animal intacto, donde estos pigmentos se 

encuentran en cantidades mínimas o estan ausentes {Hoffman, 1971; Lin 

y Nadakavukaren, 1979). También el peso de la glándula de Harder es 

menor en el animal castrado, la ovariectomta en la hembra parece no t~ 

ner efectos importantes sobre la arquitectura celular, ni sobre las 

concentraciones de pigmentos. Sin embargo, la administración repetida 

de testosterona a estas hembras induce alteraciones a nivel celular y 

una reducción en las concentraciones de pigmentos intra-acinares (Cla

bou9h y florvell, 1973; Sun y lladakavukaren, 1980). 

En el hámster normal 1 ex.is te una marcada diferencia en el contenido in 

traglandular de varios metales y que de alguna manera estan regulados 

por esteroides gonadales. En el macho se encuentran grandes cantid'ª

des de molibdeno (Mo) y fierro (Fe). mientras que en la hembra, estos 

niveles son bajos pero después de la ovariectomia incrPf!lentan las con

centraciones de Fe; el Mo en los animales castrados disminuye (Hoffman 

y Janes, 1981). La influencia de la luz sobre la modulación de la 

glándula de Harder ha sido ex.tensamente estudiada (Hoffman, 1979; Cla

bou9h y Norvell, 1973; Joó y Kahán, 1975; Pan9 e~ ii}; Hoffman, 1985). 

Así Wetterber9, Geller .y Yuwiller (1970), estudiando el efecto del fo

toperíodo sobre la glándula de Harder, demostraron la influencia que 

la pineal ejerce sobre la glándula y sugirieron una, vía ex.traretinal 
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para este control. La exposición a diferentes fotoperlodos trae como 

consecuencia alteraciones importantes en la ultraestructura glandular 

(Zweig fil! !.11 1966; Feria Ve lasco _tl .!l_, 1984). Como ha sido sugerido 

por varios autores, en las ratas neonatas los impulsos luminosos prove

nientes del medio ambiente Modificarían, vía pineal la secreción de ho.r: 

monas gonadales {ya que un efecto antigonadal de la rnelatonina ha sido 

sugerida; Cardinali y Wurtman, 1972; Turek ~:t ª1 1 1975}, y éstas a su 

vez ejercería su efecto sobre la glándula de Harder. 

Aunque en su totalidad la pineal produce melatonina, exclusiva111ente la 

parte el'.terna esta implicada en las modificaciones del control de la 

función gonadal en roedores (Anderson y Turek, 1985), mientras que la 

porción profunda o nerviosa de esta estructura parece no estar involu

crada. Recientemente se ha demostrado que la glándula de Harder de 

de hámster produce melatonina i.Q 1iJtu y presenta variaciones en su con

centración, siendo éstas más altas en la hembra que P.f1 el macho (Hoffman, 

Johnson y Reiter, 19B5). 

La competencia de hormonas hipofisiarias en el control y mantenimiento 

de la función de la glandula Harderiana ha sido sugerida por varios au

tores (Boas y Bates, 1954; Lorincz y Lancaster, 1957; Wetterberg ~~ tl 1 

1970; Ebling il .!l_, 1975). Sin embargo. el rol específico de cada una 

de ellas no ha sido esclarecido en la actualidad. La hipofisectomia o 

la tiroidectamla resultan en la atrofia de la glándula de Harder. en la 

rata y esta alteración puede ser prevenida por la administración de una 

preparación de hormona estimulante de la tiroides (TSH), hormona de erg 

cimiento (HG) ó somatotropina (Boas y Bates, 1954). El peso de la gUn 

dula, no se restaura en animales hipofisectomizados y castrados después 
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de la administración de testosterona más -MSH (hormona estimulante 

de los melanocitos), (Ebling ~! _tl, 1975). En el hámster la hipofisef 

tomia produce efectos similares que en la rata1 la talla de la glándu

la reduce. y la administración de tiroxina parece mantener su peso pe

ro ésta no impide el depósito de porfirinas (Hoffman, 1971; Clabough y 

tlorvell, 1973), la regulación de la glándula de Harder en ésta especie 

representa un caso único por las diferencias en el patrón de secreción 

de gonadotrofinas entre la hembra y el macho (Al len tl !}_, 1978). 
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11. OBJETIVQ_. 

Los resultados de observaciones experimentales muestran que la glándula 

de Harder presenta diferencias morfológicas, histológicas, ultraestruc

turales y bioquimicas entre los diferentes grupos de vertebrados, sin 

embargo, su función y los mecanismos que la regulan son en la actual i

dad poco conocidos. En los mamíferos y en particular en los roedores, 

la glándula de Harder parece estar controlada tanto por factores exter

nos, como por las secreciones de órganos endócrinos. 

Asi, el efecto de las hormonas hipofisiarias, tiroideas, pineales y go

nadales, sobre las células que componen la glándula de Harden ejercen 

un efecto modulador. que '?n conjunto, regulan la actividad de ésta glá.!! 

dula. Este último grupo de hormonas es teroi des gonada les, parecen es

tar desemperlando un papel fundamental en el mantenimiento de la activi

dad celular glandular. 

A fin de establecer si la sensibilidad de la glándula de Harder a este

roides (andrógenos) gonadales es mediada a través de la interacción con 

receptores específicos intracelulares, los objetivos del presente estu

dio son: a) Identificar la presencia de receptores para andrógenos en 

la glándula de Harder en dos especies de roedores (rata y hámster), y 

b) Caracterizar los parámetros de unión del receptor de andrógenos en 

el citosol de las células de la glándula de Harder, como eventos prima

rios de su acción a nivel celular. 



111. MATERIAL Y METOOOS 

Material Radiactivo, compuestos esteroides y otros reactivos. 

(17'\-meti1-3H) mibolerona, OMNT (a.e. 79 Ci/mmol), 5o\-[ld., 2o( (n)-

3], Androstan-3#1-17p dial, 3,5-Androstandiol (a.e. 40 Ci/mmol), (An.i 

llo-3H) Tamoxifen Aziridina (a.e. 21 Ci/mmol), (2,4,6,7-3H),Estradiol 

(a.e. 92 Ci/mmol) y (6,7-3H), ORG 2058 (a.e. 45 Ci/mmol),fueron adqu.i 

ridos de Amersham International, Amersham Bucks, Inglaterra. {1,2,4, 

5,6,7-3H) 51\-0ihidrotestosterona (a.e. 123 Ci/mmol) ,fué adquirida de 

llew En9land Nuclear (Boston, MA. U.S.A.). 

La pureza radioqulmica de los compuestos tritiados fué mayor al 99% 

siendo determinada por cromatografia en papel y otras técnicas como 

ya ha sido reportado (Chávez et al, 1985). Los esteroides no-marcados 

(ver nombres triviales y sistemáticos},obtenidos cE St.eratoids (Pauling 

N. Y.), Amersham lnternational y Sigma Chemical Co. (St.Louis MO.U.S.A.), 

fueron purificados por recristalización y se determinó su punto de fu

sión (m.p.), utilizando un e.quipo Mettler FP61 (Mettler lnst. Greifen

se, Switzerland). 

Albümina sérica bovina teñida con azul naftol, {4.6 S), y el Azul bri

llante de Coomassie (Bri11iant Blue G) utilizado para la determinación 

de proteínas fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. Los reactivos e!!! 

pleados fueron de grado analítico y repurificados cuando se consideró 

necesario. 



ANIMALES Y TEJIDOS 

Para el presente trabajo se utilizaron ratas machos Rattus rattus de 

la cepa Wistar, de 200-250 g. Los animales fueron mantenidos en gru

pos de cinco por caja, con temperatura constante de 22 :!:_ 2 ºC 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 éter y castrados bilateralmente 

via incisión escrotal simple y mantenidos en recuperación por difP.ren 

tes periodos. Al tiempo de los experimentos los animales fueron sa

crificados por decapitación, e inmediatamente las glándulas de Harder 

fueron removidas en su totalidad y se colocaron en una solución Tris 

HCl 2011JJ1oles/1, pH 7.4, EDTA 1.5 rrrnoles/1, DTT 0.25 mmoles/1, molib

dato de sodio 10 mmoles/1, y glicerol al 10~ V/V (buffer TEDMG),a 4ºC 

(sobre hielo). El tejido se lavó con solución TEDMG fresca,se limpió 

y pesó en balanza anal itica. Posteriormente fué transferido a solu

ción amortiguadora {TEOMG} 1 fresca. 

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

Obtención de la fracción soluble {citosol} de las células de la glán

dula de Harder. 

La glándulas de Hard~r fl'lantenidas en la solución TEDMG, fueron corta

das en fragmentos pequeños y homogeneizados con una solución amorti

guadora TEDMG pH 7 .4 suplementados con 5000 U/ml de Aprotinina (como 

inhibidor de proteasas, Sigma Chemical Ca. St. Louis MO, U.S.A.) en 

relación 1:4 P/V. los tejidos se homogeneizaron en fr'io por cinco 

15. 
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segundos (dos golpes) a 5000 rpm en un homogeneüador POLYTRON (Brick

man instruments, Wetsbury N.Y.), el homogenado fué transferido a tubos 

de polialomero de 12.7 x 50.B mm (Sorvall instruments,D.J¡:ont Willmington 

OE, U.S.A.) y centrifugado a 105000 xg a 2-4 ºC por 60 minutos en un 

rotor SW 50.l (rmax 10.73 cm), utilizando una ultracentrifuga Beckman 

modelo LB-70. 

El sobrenadante con la fracción soluble o citosol, fué empleado para 

los estudios de marcaje l.!! vitre. 

El contenido de protelnas en esta fracción fué determinado por el métQ 

do de Bradford* (Bradford, 1976). 

Análisis del receptor de Andrógenos en citosol. 

El citosol de glándulas de Harder de hámster castrados tres días antes 

y ratas con 24 h de castradas fué incubado con DMNT-3H a 4 ºC por dif~ 

rentes períodos de tiempo {1-24 h), con el fin de determinar el tiempo 

necesario para alcanzar el equilibrio de la unión de DMNT-3H al recep

tor de andrógenos en el citosol. Para éste f1n, alícuotas de citosol 

(200JJ1) se incubaron con 0.2 pmolas de DMNT-3H solo ó con un exceso 

de DMNT no marcada (20 pmolas) a 4 ºC por diferentes tiempos. Después 

de cada incubación, la fracción unida fué separada por la adición de 

800 ul de una suspensión de carbón cubierto con dextrán (Pharmacia Fine 

Chemical, Uppsa1a, Suiza) en solución amortiguadora TEOMG pH 7.4 sus

pensión ceo, ésta mezcla se centrifugó a 800 xg por diez minutos. El 

contenido de ra di actividad en el sobrenadante, f ué determinado en a 1i -

cuotas a 1 as cual es se 1 es agregó 5 ml de una solución de cente 11 eo 

+ ver apéndice. 
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{Instage1, Pad:ard Oawners Grave, JL, U.S.A.). :¡ contadas en un espec

triimetro de centelleo liquido Packard TRI-CARB (modelo 2660), cuya efi 

ciencia de conteo para tritio fué mayor al 45%. El apaqa1r.ifrnto (Quen

thing), se corrigió en cada muestra por estandarización eli~erna y los 

resultados fueron expresados en desintegraciones por minuto (dpm). Oe 

la diferencia entre la unión total menos la unión no especifica {OMNT-

3H -OMrnº) se obtuvo la unión especHica o fracción especificamente 

unida y los resultados se graficaron como el Esteroide-3H unido, con

tra tiempo de incubación. 

Análisis de Saturación del Receptor de andrógenos. 

tos parametros de unión al equilibrio entre la DMNT-3H y los sitios de 

unión de capacidad limitada, del citosol, fueron determinados por me

dio de incubaciones de la fracción soluble obtenida por homogeneizar y 

centrifugar las glándulas de Harder de rata ó hámster machos (castra

dos 24 ó 72 horas}. Para éste fin los extractos se incubaron coo OMUT-

3H {1.0 nM), más concentraciones crecientes de la hormona correspon

diente no marcada. Las incubaciones se nevaron a cabo por 16 horas a 

4 ºC. 

La fracción del complejo harmona .. receptor 1 fué separada de la fracción 

1 ibre del esteroide por la adición de eco seguida de una incubación 

por cinco minutos en agitación continua a 4 ºC. la unión no espec'ifi

ca. fue determinada por la adición de un exceso (100 X) de la hormona 

no-marcada al último punto en cada determinación. 

Los resultados fueron analizados par el método de Scatchard (Scatchani, 

1949), y la unión máxima o número de sitios de unión fueron expresados 

como fmolas unidas por miligramos de prote'inas. 
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Especificidad~'!_~ Unión del complejo DMNT-3H H-Receptor. 

Para evaluar la especificidad de unión de la DMNT-3tt con el receptor 

cítos61ico de las glándulas de Harder, tanto en la rata como en el 

hámster, se llevaron a cabo una serie de ensayos de competencia por

el sitio de unión entre la DMNT-3H y varios compuestas esteroides de 

la serie C2¡. C¡9 y C¡3. Alícuotas de citosol de la glándula de Har

der de rata ó hámster, se incubaron can una concentración fija de 

DMNT-3H (nM} sola o en presencia de concentraciones crecientes de di

ferentes compuestos no marcados, incluyendo progestágenos, andrógenos 

o estrógenos {ver figura 12, 13, 14 y 15). Después de la incubación 

se les agregó 0.8 ml de CCO pH 7.4 a 4 ªC, permaneciendo expuestos a 

esta suspensión por cinco minutos con agitación continua. La fracción 

unida fué .separada por centrifugación a 800 x g y ali cuotas del sobr~ 

nadante fueron tomadas para cuantificar la radiactividad. Los resu} 

tados fueron expresados como el porcentaje de uniOn de la OMNT-3H (CO!! 

trol). y graficados contra la concentración mP.dia {IC50) de desplaza

Miento de 1 a hormona isotópicamente fl'larcada (Ree 1 ~t a 1, 1979). 

Sedimentación del receptor de andrógenos en gradientes de sacarosa. 

El patrón de sedimentación del compleja DMNT-3H-Receptor se analizó 

en gradientes de densidad de sacarosa del 20-JS.'!'.. El citosol obteni

do de glándulas de Harder de ratas o hámster (castrados a diferentes 

tiempos). fue incubado con DMrn-3H suninistrado en concentraciones del 

orden de 10-9 M por 16-20 h a 4 <:>c. Las muestras fueron tratadas con 

ceo como se indicó previamente y alícuotas de 0.5 m1 de citosol rnarc! 

do fueron colocadas sobre gradient~s lineales de sacarosa dP.: 20-35%. 

Los gradient~s fueron preparados en tubos de polia\ómero (13 x 51 rmi) 
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con un formador de gradientes (Buchler, Instruments Fort Lee, N.J. 

U.S.A.). Los tubÓs de polialómero fueron sellados térmicamente y cen

trifugados, usando aceleración lenta a 65 000 rpm (370 000 x g) 1 en un 

rotor vertical VTi 65 (Beckman). Al término de la centrifugación, los 

gradientes fueron fraccionados puncionando el fondo del tubo y el con

tenido de radiactividad en cada fracción se determinó en el contador 

de centelleo líquido. Gradientes con Albúmina Sérica Bovina (4.6 S), 

tenida con azul naftol (Kouvonen et al, 1978). fueron corridos en par! 

lelo y utilizados como referencia. 

Las características de sedimentación del complejo DMNT-3tt-Receptor fu~ 

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

La especificidad de unión 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, Sol-DHT, triamcinolona acetónido y otros com~tos 

y procesadas de igual manera. 

Otros radioligandos como el 3j:l-5Q<.-Androstandiol-3H, ORG 2058-JH y 

17~ -Estradio1-3H fueron también incubados con citosol y procesados CQ. 

mo la DMNT-3H para comprobar o descartar la existencia de otros siste-

mas de receptores. 
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IV. RESULTADOS 

Se ha observado que la exposición a diferentes esquemas de iluminación 

(fotoperiodo) 1 produce alteraciones fisiológicas reversibles, Pn los 

animales de t:!xperimentación; la glándula de Harder en éstos animales 

es muy susceptible a estos cambios, que se traducen en modificaciones 

histológicas, morfológicas y ultraestructurales, es por esto, que los 

animales utilizados en el presente estudio fueron mantenidos bajo con

diciones de luz obscuridad (14/10) y temperatura (22 .:!:_ 2 ºC) constan

tes. 

Con el fin de corroborar las condiciones de los tejidos empleados al 

tiempo de los experimentos, biopsias de glándulas de Harder tomadas 

al azar de los diferentes grupos experimentales, fueron analizados hi1 

t<:>lógicamente. Las observaciones histológicas fueron similares a las 

ampliamente descritas por varios autores (Hoffl'lan, 1971; Bucana y Nad-ª. 

k.avukaren, 1972; Brownscheidle y Niewenhuis, 1978) para estas esp;:icies, 

bajo condiciones normales. 

En las figuras 2 y S se muestra que las características histológicas 

de las glándulas de Harder utilizadas en este trabajo son las ti picas 

de animales machos (Hoffman, 1971; Payne !_!: tl• 1977; Lin y Nadak.avuk! 

ren, 1979). 

Ratas albinas adultas y hámster sirios adultos, fuP.ron orquidectomiZ-ª. 

dos bilateralmente a diferentes tiempos, con el objeto dP. remover la 

mayor parte de los andrógenos endógenos, y el tejido Harderiano de e!. 

tos animales fué utilizado a lo largo de los experimentos il'. vitre. 

En un primer grupo de experimentación, se determinó la unión de la 



21. 

DMH1-3H en el citosol de la gHndula de Harder de la rata y del hams

ter, se observó una unión especifica del andrógeno sintético. Como se 

muestra en las figuras 5 y 7 en ambas especies la unión especifica 

máxima es alcanzada a las ocho horas de incubación y perrrianece estable 

por lo menos hasta las 24 horas. En contraste, existen diferencias en 

la unión máxima (expresada en fmolas unidas/mg de proteínas del cito 

sol} 1 de la DMNT-3H, siendo de 3 - 4 veces fTlayor en la glándula del 

hámster que en la de la rata (Fig. 7). Aunque diferente en concentra

ción el componente de unión citosólica se encuentra preserite en ambas 

especies. 

Por otra parte la actividad de uniOn especifica, se alcanzó a las ocho 

horas no mostrando variaciones en las siguientes 12 horas, por lo que 

los experimentos subsecuentes se realizaron por 18 - 20 horas {toda la 

noche) a 4 ºC, para asegurar el equilibrio de unión. 

El efecto del tiempo de exposición de la mezcla a 1 carbón cubierto con 

Dextrán para separar la fracción libre del esteroide, fué determinado 

a tres diferentes tiempos como se muestra en la figura B. Si bien 1 la 

unión permanece casi constante después de la exposición a la suspe!" 

stón de carbón por estos periodos, un tiempo corto (2 min) parece in

crementar la unión no-especifica, con esto se determinó que el tieMpo 

óptimo para separar la fracción libre de la fraccrnn unida es de 5 mi

nutos, ya que la unión especifica es mayor, tomando en cuenta la unión 

no-especifica es la más baja entre los tiempos determinados. 

La castración en el hamster macho produce cambios en la citaarquitec

tura de la glándula de Harder que se manifiesta gradualmente conforme 

pasa el tiempo después de la operación caf!lbios no observados en la 
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4 B 12 16 20 24 

TIEMPO DE INCUBACION-h 

Fig. 6 Unión de la OMNT-3H en el citosol de glándula de Harder de 
rata en función de tiempo. El e i toso 1 fué incubado con 
OMNT-3H ( 1 nM), en presencia o ausencia de OMNT no marcada 
por diferentes periodos de tiempo a 4 ce. La unión especi 
fica se calculó por la sustracción de la hormona radioacti 
va unida en forma no especifica a la unión total. Cada pun 
to representa la media de determinaciones por triplicado. 
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Fig. Cinética de Unión de la DMNT-3H en el citosol de la glándu
la de Harder de hámster en función del tiempo de incubación. 
El citosol fué incubado con DMNT-3H (1 nM). en presencia o 
ausencia de OMNT no marcada por diferentes perlados de tiem 
po a 4 ºC. La unión especifica se calculó por la sustrae:. 
ción de la unión no-especifica a la unión total. Cada pun
to representa la media de determinaciones en triplicado. 
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glándula de la rata, por este l'lotivo, el efecto del tiempo después de 

la castración sobre la unión de la DMNT-3H en la glándula de ésta pri

mera especie fué determinada con el fin de evitar una subestimación de 

la cuantificación de la unión especifica. 

La fracción soluble de las glándulas de hámsters castrados por 3 1 30 ó 

60 días fue incubada con DMNT-3H, o en presencia de OMNT radioinerte 1 y 

se midió la unión específica de cada una de éstas fracciones (figura 

9). En términos de concentración no se observó una diferencia entre 

el grupo de animales de 3 días (83.6 ~. 3.9), 30 días (85.8 ~ 3.5), 60 

días (77.3 ~ 0.7} 1 cuando se expresa en fmolas unidas por mg de prote_f 

na en el c1toso1 de éstos grupos. 

Cuando los extractos de la fracción soluble de la glándula de Harder 

se incubaron en presencia de diferentes concentraciones de DMNT-3H, ó 

bien con una concentración fija de OMNT-3H, más concentraciones cre

cientes de OMNT no marcada (Fig. 10), la saturación de la unión ocurre 

aproximadamente a 2-4 nmol/1 en el citosol de la rata {Fig. 10), mien

tras que en el citosol de la glándula del hámster esta saturación se 

alcanza antes a concentraciones de entre 1-2 nmol/l (Fig. 11). 

El aná 1i sis de los da tos de 1 a unión de 1 a DMNT _JH con e 1 receptor de 

andrógenos por el método de Scatchard mostró un componente simple úni

co de unión de alta afinidad cuya constante de disociación (Kd), es de 

8.9 x 10-10 M, para el componente citosól ice de la rata (Fig.· 10) y de 

3.0 x 10-10 M para la unión en el citosol del hámster (Fig. 11). 

La capacidad máxima de unión mostró diferencias entre las preparacio

nes de éstas dos especies, cuando se analizaron por el método de 

Scatchard (Figs. 10 y 11), observándose, para el compone.nte de alta 
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Fig. 9 

Efecto de la exposición al carbón por diferentes tiempos 
de incubación sobre la unión especifica de la OMNT en el 
citosol en la glándula de Harder de hámster. Alícuotas 
de citosol (O.l ml), fueron incubadas con la DMNT-3H 
(0.96 nM) durante 18 h a 4 ºC. Las muestras incubadas 
fueron tratadas con carbón cubiertas con dextrán por di
ferentes peri'odos de tiempo (2, 5 y 10 minutos), y cen
trifugados a 800 x g. Se muestra la unión total y la 
unión no especifica de determinaciones por triplicado. 

Figura que muestra el efecto de la castración sobre la 
unión de la OMNT-3H de la glándula de Harder en hámster 
machos orquidectomizados por diferentes periodos de tiem 
po (3 1 30 y 60 días). Incubaciones del citosol con e1 
andrógeno sintético o más un exceso de DMNT no marcada 
fueron llevadas a cabo por 18 h a 4 ºC. La un;ón esped 
fica determinada simultáneamente en cada uno de los gru
pos experimentales fue expresada como fmola,s unidas por 
mg de proteína. Valores promedio ± O.S. · 
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Fig. 10 Análisis de saturación de la interacción de la OMIH-3H con 
el receptor de andrógenos. Alícuotas de citosol {6 mg 
prot./ml), obtenido de glándulas de Harder de rata macho 
castrada se incubaron con DMNT-3H (0.2 pmolas) a 4 ºC en 
presencia de concentraciones crecientP.S (O - 1.8 pmolas}de 
dimetilnor-testosterona radioinerte. La unión total se ob 
tuvo por la sustracción de la unión especlfica de la unión 
total. El análisis de los datos representados por el méto 
do de Scatchard muestran un componente de unión de alta 
afinidad {parte inferior de la gráfica). 
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afinidad del hámster una concentración aproximadamente dos veces mayor 

(113 :t 15 fmolas/mg protelna), que en el citosol de la glándula de la 

rata (63 ! 14 fmolas/mg protelna). 

la inhibición de la unión de OMNT-3H a los sitios de alta afinidad por 

diferentes esteroides, fué estudiada con objeto de determinar la espe

cificidad de esta unión. la fracción soluble (citosol) de las glandu

las de Harder de ratas y hamsters machos, fué incubada con Oimetilnor

testosterona-3H sola, (l nmola/ml) o en presencia de 5, 10, 50, 100, 

250 ó 500 veces el exceso de esteroides no radiactivos en este caso la 

uni6n no especifica esta representada por aquella unión no desplazada 

por la adición de 250 ó 500 veces de OMUT no marcada (rata y hámster 

respectivamenteL como se indica en las figuras 12-15. Se observó que 

h concentración de OMNT (radioinerte} requerida para desplazar al 50~ 

de la unión de DMNT-3H fué determinada y a la cual se le asignó una 

afinidad relativa de 100% (% de unión). Las concentraciones de otros 

esteroides tanto Cztt C¡9 y C1s requeridas para desplazar el 50% de és 

ta unión fueron comparadas contra la OMNT y constituye la afinidad re

lativa de unión {figuras 13-15). El componente de unión del citosol 

de la glándula de Harder de rata muestra ser altamente especlfico para 

andrógenos, ya que. exclusivamente los esteroides de probada capad dad 

androgénica o con una estructura relatiVa a la de testosterona, compi ... 

ten efectivamente por los sitias de unión cuando se incuban a bajas 

concentraciones, de ésta manera la 50\-Dihidrotestosterona, el andró .. 

geno sintético metiltrienolona {R 1881}, la testosterona misma. la 19-

Nortestosterona y en menor grado, el A 5 .. Androstendiol {considerado un 

andrógeno de acción débil), son capaces de competir con la OMNT y de 
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Fig. 11 Análisis de Scatchard de la unión de DMNT-3H con el re
ceptor de andrógenos en la glándula de Harder del háms
tE!r. La saturación de los sitios de unión de capacidad 
limita da citosól icos fueron determinados al equilibrio 
por incubaciones in vitro de diferentes concentraciones 
de DMNT-3H (0.2 - 4.0 nmol/1), en presencia o ausencia 
de un exceso de OMNT no marcada. Una curva de satura .. 
ción de la unión específica de DMNT-3H con el receptor 
de andrógenos se f!luestra en el recuadro. 
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Fig. 12 Análisis de la Especificidad de unión de la DMNT 3H a los 
sitios de unión de andrógenos en la glándula de Harder de 
rata macho. Fracciones de ci tosol (0.1 ml), obtenidas de 
glándulas de ratas castradas fueron incubadas durante un 
periodo de 18 a 19 h a 4 ºC, con DMNT-3H (1 nM) en pre
sencia de concentraciones crecientes de esteroides sinté
ticos o naturales; Mibolerona {OMtn), Metiltr1enolona 
(R 1881), 5,(-Dihidrotestosterona (5«-DHT), Testosterona 
19 Nor-Testosterona, 6 4-Androstendiona, Etiocolanolona, 
Proges terona, Oehi droepi andros tero na ( OHA) , Dexametasona. 
La fracción unida y 1 ibre fué separada por la adición de 
eco por cinco minutos a 4 ºC. 
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Flg. 13 Especificidad de unión de la DMNT-3H al receptor de andró
genos de la glándula de Harder en rata macho. Alícuotas de 
citosol (0.1 ml), de la glándula de Harder de rata fueron 
incubados con DMNT-3H {1 nM) por 18 ha 4 ºC, en presencia 
o ausencia de concentraciones crecientes de compuestos an
drogénicos; 3~ - e:,16. 3o( - b 16-androsten, 3"', So< - (3"' -
5<><.-Androstandiol), b. 5-Adiol (Androstandiol), 3,.<3, :... -
Androstandiol 1 5~-Dihidrotestosterona (Soe-.-OHT}, Mi bolero 
na (Di1netilnortestasterona) 1 ó estrogénicos; Estradiol ,ta
moxifen {10-500 nM) no marcados. La unión totdl en ausen
cia de competidor fué considerada cf'lmo el 100%. Cada pun
to representa el valor promedio de determinaciones por tri 
plicado. 
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Especificidad de unión de la DMNT-3H al receptor de andró
genos en la glándula de Harder de hámster. Muestras de ci
tosol (O.! ml) de las glándulas fueron incubadas con DMNT-
3H ( 1.2 nmol/1) por 18 h a 4 ªC, solo o con diferentes cx:n
centraciones de esteroides no-radiactivos, incluyendo OMNT, 
Etiocolanolona, Proges terona, Dexametasona 198-Estradiol, 
Testosterona, s-<. -Dihidrotestosterona (5"'- -DHT). La unión 
total en ausencia de competidor fuP. considerada como el 
100%. 
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Fig. 15 Especificidad de uni6n de la DMNT-lH al receptor de andró
genos del citosol de células de la gUndula de Harder de 
hámster macho castrado. Ali cuotas de citosol (100 pl), 
fueron incubados por 18 ha 4 ºC con DMNT-3H {0.96 nH),con 
o sin concentraciones crecientes de esteroides naturales o 
sintéticos. Incluyendo OMNT, meliltrienolona (R lBBjl, 19-
nortestosterona { 19-Nor T). A 6-androstenona (A- 6), De 
hidroepiandrosterona (DHA). La unión en ausencia de campe 
tidor se consideró como el 100'.f.. 
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desplazar más del 50~ de unión de la OMIH-3H a muy bajas concentraciQ. 

nes JO nM, (figuras 12 y 13). sorprendentemente el metabolito reduci

do de la testosterona el 3,0 ,5~-Androstandiol (desprovisto de activ! 

dad androgénica), es capaz de competir por los sitios de unión a CO!!. 

centraciones menores de 10 nH, mientras que su isómero 3\1\ ,s--.-Andro~ 

tandiol no muestra estas caracterfsticas. Otros esterofdes C¡9 como 

la Etiocolanolona y la Dehidroepiandrosterona no muestran efecto al

guno sobre la unión de la DMNT-3H, mientras que la &4-Androstendfo

na o el Estradiol-17,S , tiene un ligero efecto sobre la unión, pero 

solo a muy altas concentraciones (2.5 Jt 10-7 M). 

La adición de Progesterona, Oexametasona ó el estrógeno sintético Ta

moxifen, asi co1110 el compuesto b,.16 .. Androstenona (feromona) y sus 

metabolitos reducidos 3'*' ,3}!- Al6, mostró ser inefectiva Pn inhibir 

la unión. Cuando estos resultados son comparados con los obtenidos 

en el citosol de la glándula de Harder del h!mster el patr6n de des

plazamiento es similar; indicando la especificidad del receptor de ª!!. 

drógenos (Figs. 14 y 15). Al igual que en la rata, en el hámster ún! 

camente la DMNT, 5~-0HT, R 1881, testosterona y en menor grado la 

19-Nortes tos terona compiten ef ec ti vamen te por los sitios de unión, en 

tanto la progesterona y el estradiol 17.S , mostraron ser competidores 

débiles mientras que la Dehidroepiandrosterona, Etfocolanolona, Oexa

rnetasona y la ~16-Androstenona carecen de efecto. 

Se puede considerar que 1 a unión de 1 a DMNT _JH es a 1 tamente especifica 

en estas especies, ya que patrones similares de desplazamiento son o.Q 

servados cuando compuestos androgénicos son usados corno competidores, 

mientras que otros, con actividad estrogénica glucocorticoide, o pro

gestacional 1 son débiles competidores. 



El patrón de sedimentación de los complejos honnona-3H-Receptor fué 

analizado en gradientes de densidad de sacarosa. Fracciones de citosol 

de la glándula de Harder de hámster castrados a diferentes tiempos o 

bien de ratas macho castradas por 24 ó 48 horas fueron incubadas con 

e 1 radio 1 i gando a 4 ºC, las fracc i enes unidas fu e ron co 1 ocadas sobre 

gradientes 1inea1 es de saca rosa de 1 20-35'1'. P /V preparados en una so 1 u

ci ón amortiguadora Tris HCl, que contenta 10 rrl4 de MOlibdato de sodio. 

Cuando el citosol de la glándula de hámster fué incubado con una c11nt! 

dad saturante de 5°'-0ihidrotestosterona-3H; se observó la fonnación 

de un complejo 5""-0HT-JH-receptor en la región 85 del gradiente (Fig. 

16 panel 4). la adición de OMNT o bien de 51'\-0HT no marcadas (100 X) 

impide la formación del complejo-3H (Fig. 16 paneles 5 y 6). 

Resultados similares se obtuvieron cuando el citosol se incubó con el 

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

El receptor de andrógenos de la glándula de Harder de Mmster macho 

(castrado 24 h antes), estabilizado con molibdato de sodio tiene un 

coeficiente de sedimentación 7-8 S cuando se utiliza OMNT 6 51\-0HT C!! 

mo radioligandos. Además, la castración de estos animales a diferen. 

tes tiempos no afecta la unión, ni las características de migración 

del receptor. Asi, el coeficiente de sedimentación del complejo OMNT-

3H-receptor es idéntico (SS) en las muestras de citosol obtenidas de 

animales castrados 3, 30 ó 60 dias antes del experimento, mientras que 

el marcaje del receptor no muestra diferencias importantes (Fig. 17). 

El receptor de andrógenos en la gU.ndula de Harder de la rata macho, 

posee características de sedimentación similares a las de hámster, el 

complejo OMNT-3H-receptor migró en la región 7-8 S del gradiente de 
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Identificación del complejo honnona-receptor de andrógenos 
de glándula de Harder en gradientes de densidad de sacaro
sa. El receptor de andrógenos citosólicos de hámsters ma
chos castrados fue marcado con l nmol/l de OMNT .. 3H ó 5« -
DHT-3H. Incubaciones paralelas de ambos radioli9andos en 
presencia de un exceso de OMNT (2,6) ó 5o\-OHT {3, S) se 
llevaron a cabo. Después de centrifugar a 371 000 x g por 
2.5 h a 4 ºC sobre un gradiente lineal en TEDH, 20-351 sa
carosa, los perfiles de sedilTlentaclón fueron registrados 
por la cuantificación de radiactividad en cada fracción. 
ASB naftol azul 4.6 S ( t) se utilizó como marcador exter
no. 
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densidad de sacarosa (Fig. 18). Cuando el citosol es marcado con el 

andrógeno sintético-3H más un exceso de acet~nido de triamcinolona o 

del isómero sp-reducido de la Dihidrotestosterona, las propiedades de 

sedimentación del complejo hormona-receptor no son modificados, no ob1 

tante, la unión de la OMNT-3H parece mejorarse en presencia de triamcj_ 

no lona. Por lo contrario la DMNT suprime completamente la fornación 

del complejo OMNT-3H-Receptor as'í mismo, la Sol..-DHT es capaz de irhibir 

casi completamente la unión de la dimetilnortestosterona (Fig. 18). La 

forma predominante del receptor de andrógenos en el citosol de la gH!! 

dula de Harder parece tener propiedades similares en el coeficümte de 

sedimentación (SS) y la especificidad del receptor en ambas P.sp~ci~s 

estudiadas. 

De los resulta dos de la especificidad del receptor de andrógenos en la 

glándula de Harder de la rata, se observó la actividad inhibitoria de 

la unión del andrógeno marcado al receptor, por compuestos, con propi~ 

dades estrogénicas como es ~1 caso de y!-androstandiol y el 17¡5 -es

tradiol. Esta misma observación sin embargo, no se aplica a los ensa

yos que se realizaron con el citosol de la glándula de hámster macho. 

Este dato podda indicar la posible interferencia de un componente con 

afinidad para estrógenos al cual se uniera el andrógeno sintético. P! 

ra ta 1 efecto, se es tu di ó 1 a unión a 1 os componentes c i tasó l i cos de la 

glándula de la rata macho, empleando~ ,5"--androstandiol y tamoxifen 

aziridina isotópicamente marcados. No se observó marcaje de la frac

ción soluble de la glándula de Harder de la rata cuando se utiliZó el 

meta bolito de 1 a testosterona ( 3,A -Andros tand i o 1), como radio 1i gandos 

(Fig. 19); así mismo en ésta preparación el marcaje con un compuesto 
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Perfil de sedimentación del receptor de andrógenos en la 
glándula de Harder del hámster. Machos adultos fuero'\ 
castrados 3, 30 ó 60 días previos al exper1mento. El ti 
tosol de cada grupo fué incubado con DMHT- H por 18 h a 
4 ºC. Alícuotas de cada incubado fueron centrifugadas 
sobre gradientes de sacarosa Z0-35% pJr 2.S h a 371 Oll x g; 
ASB (t ). 
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Fig. 18 Patrón de sedimentación del complejo hormona-3H receptor 
de la fracci6n soluble de la glándula de Harder de rata 
macho. AHcuotas de citosol (5.7 mg proteina/ml). fue
ron incubadas durante 22 h con DMNT .3H (2 nmol/1) a 4 'C; 
con o sin un exceso (100 X) de esteroides no marcados; 
5J8-DHT, DMNP, 5"- -DHTº y acetonido de triamcinolona 
(TAº). El citosol incubado se depositó sobre un gradien 
te lineal de sacarosa (20-3St). Después de una centrifY 
gación a 371 000 x g por 2.5 h los gradientes fueron fraf 
cionados y se detenninó el contenido de radiactividad en 
cada fracción. 
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altamrntp especlfico para el receptor de estrógenos como lo es el tal'IQ 

xifen aziridina, resultó en la ausencia completa de unión Pspecifica y 

únicartente el citosol marcado con OHNT-3H utilizado como control, pro

dujo la formación de un complejo en el gradiPnte de densidad de sacarg_ 

sa. 

Aunque no se puede descartar completamente la acción del Pstrógeno en 

la glándula de Harder de la rata, estns resultados, aunque prelimina

res excluyen la posible presencia de un componente de unión de estróg! 

nos. De igual modo la ausencia total de un componente de unión cito

p 1 asmática para proges ti nas f ué amp 1 i amente comprobado en prepa rae i e

nes de glándula de hámster macho mantenidas en condiciones óp,timas pa

ra tal efecto. Como es biP.n sabido, existe una población de recepto

res puta ti vos para proges ti nas 1 que son es t rógenos regu 1 a dos y que 

es tan presentes en tejidoli blanco (Mclusky y McEwen, 1982). 

La administración crónica de estradiol a animales castrados resulta en 

un incremento importante del receptor citoplasmático para progP.stinas. 

Tomando VP.ntaja d~ estas observaciones se estudió la presencia de es

tos receptores en la glánd.Jla de Harder de hámster macho tratado cróni

camente con benzoato de estradiol o toxina colérica. El tratatT11ento 

por tres dlas con 5 ug de benzoato de estradiol (BE) ó 10 µg (!.P.) de 

toxina colérica demuestran una ausencia total de unión de la progesti

na sintética ORG 2058-3H al citosol de la glándula de los animalPs tr! 

ta dos ( Fi g. 20). La adición de un exceso de 100 veces de ORG 2058 (no 

marcado) a la mezcla de incubación muestra un perfil similar al encon

trado en las incubaciones del citosol con el ORG 2058-3H, indicando que 

la poca unión encontrada es de or'igen no-espec'ifico (Fig. 20 panel A). 
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Perfil de sedimentación de la fracción soluble de la glán 
dula de Harder de rata incubada con 3,8 -Androstandiol-3ii 
y tamoxifen aziridina-jH como radioligandos. Fracciones 
de citosol obtenidas de animales orquidectomizados se in
cubaron con 2 nmoles/l de cada radloligando a 4 ºC. La 
fracción unida especlficamente fué centrifugada a través 
de gradientes de densidad (ver material y métodos). Al
búmina sérica bovina {ASB) teñida con naftol azul (4.6 S), 
fué corrida en paralelo como control externo ( + }. 



Estos resultados muestran que en la glándula de Harder del hámster "!. 

cho no hay poblaciones de receptores a progesterona (estr6geno y no 

estrógeno regulado). 

En resúmen, la ausencia de co111ponentes de unión para estr6genos o prg, 

gestinas, sugieren que los efectos observados en la glándula de Hard..

son mediados por esteroides gonadales exclusivamente, a través de la 

interacción de el (los) andrógeno (s) con su receptor especffico. 
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Fig. 20 ~~~~~ 1 d:e o~iid~~~~~3~ f ~~ ~~b~~a~~~~~ e~~~~b ~; ~;n~ ! da~i .~~ul: 
de Harder del hámster. Al lcuotas de citosol provenientes 
de animales castrados y tratados con aceite (8), Benzoato 
de estradiol ~C), o toxina colérica (O) fueron incubadas 
con ORG 2058- H más la progestina no marcada (Panel C y O), 
Fracciones de citosol de hipófisis anterior del grupo de 

~~~ ~~f~~~:~ ~~~!~~0~o~0gR~e~~~::3H d~u~5~~~~~~~do e co~c~~~: 
trol (Panel A). Las mezclas de incubación se colocaron so 
bre gradientes lineales de sacarosa y fueron centrifugadaS 
a 65 000 rpm por 2.5 ha 2-4 ºC. (t) Albúmina sérica bovi 
na (4.6 S). 
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DISCUSIDN 

Las hormonas esteroides son compuestos de peso molecular relativamente 

bajo (alrededor de 300), biosintetizados en las glándulas endócrinas a 

partir de un precursor metabólico. el colesterol. 

Dentro de este grupo de moléculas reguladoras se encuentran los corti

coesteroides, secretados por la corteza suprarrenal, las hormonas sex

uales femeninas {estrógenos y progestágenos). provenientes del ovario 

y las hormonas masculinas denominadas genericamente andrógenos, produ

cidos por el testículo (Liao, 1976). 

Una vez secretadas. estas sustancias son transportadas por medio de 

proteínas séricas especificas hacia los tejidos del organismo. Sin em 
bargo, la retención del esteroide por los tejidos, esta determinada 

por la presencia de macromoléculas intracelulares de naturaleza pr.Q. 

téica que muestran una al ta especificidad para cada esteroide en par t.! 

cu lar (King y Mainwarin9, 1974). 

Asf, los tejidos que poseen la capacidad de retener esteroides se les 

conoce con el nombre de órganos blanco, o bien, tejidos esteroide sen

sibles o esteroide dependientes. 

La interacción entre el esteroide y las macromoléculas intracelulares 

especificas {denominadas receptores), representa el priMer evento en 

el mecanismo de acción de las hormonas esteroides a nivel celular. La 

for111ación del complejo honnona receptor desencadena entonces una serie 

de procesos que regulan o modulan la actividad celular {0 1Malley y 

Schrader, 1976). 

Una vez que el complejo esteroide-receptor se ha formado sufre una se-
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rie de cambios confomacionales (Transformación 6 Activaci6n del re

ceptor} que resultan en un incremento de la afinidad del receptor 

por ciertos componentes o "Aceptores 11
• La interacción del complejo 

activado esteroide~receptor con el aceptar nuclear, induce la inicia 

ción de la transcripción de genes especificas y por lo tanto, la pro 

ducción de ciertas protelnas se incrementa (Hf fppak.a y L iao, 1984). 

Asi, uno de los primeros efectos de los andrógenos sobre los órganos 

sexuales accesorios masculinos es el de aumentar la sintesfs de ARN, 

incluyendo ARNm, y este efecto es observado en un tiempo muy corto 

después de la administración del andrógeno, por ejemplo Testosterona 

(l iao, 1976). Por el contrario los tejidos que no responden a la 

adl'linistración de la hormona, carecen invariablemente de receptores 

especf ficos. Receptores para gl ucocortf coi des, minera locorticoides, 

estrógenos, andrógenos y progestinas han sido identificadas en teji

dos, sobre los cuales se ha observado un efecto fisiológico de estos 

compuestos (O'Malley y Schrader, 1976). 

Se acepta como criterio general para definir a un receptor (R) 

a áquella molécula o grupo de moléculas que interaccionan con una 

hormona {H} por medio de sitios de unión especificas para femar un 

complejo (H-R} el cual es 1T1ediador de los eventos celulares que re

sultan en la amplificación de la respuesta fisiológica de la honror.a. 

El efecto de las hormonas esteroides se puede manifestar en los órg! 

nos blanco, en cambios a diferentes niveles~ bioqulmicos,metabólic:os, 

fisiológicos y 1T1orfológicos. Algunas de éstas alteraciones han sido 

observadas, cuando por manipulacionP.s experimentales se ha tratado 

de elucidar la posible función de la glándula de Harder. En Ta Qlá!:! 
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dula de Harder de ciertos roedores, se manifiestan después de la gana 

dectornla, modificaciones importantes de las características celulares, 

ésto es peso de la glándula (Payne et al, 1977), dimensi6n celular 

{Clabough y Norvell, 1973¡ Bucana y Nadakavuk.aren, 1972), estructura 

celular (Hoffman, 1971 ¡ McMasters y Hoffman, 1984) y en la sfntesis 

de prouductos de secreción (Ulrich et al, 1974; Reiter et al¡ 1983; 

Hoffman et al, 1985). Estos efectos son, sin embargo, revertidos o 

prevenidos por la administración 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 manP.ra, 

en la glándula de Harder de este grupo (roedores) los esteroides gona 

dales juegan un papel predominantP en la fisiología glandular. 

Con el fin de evaluar si la sensibilidad de la glándula de Harder a 

los andrógenos es mediada a nivel celular, a través de interacciones 

del andrógeno con sitios de unión especificas. se llevaron a cabo una 

serie de experimentos para caracterizar el receptor intracelular de 

andrógenos en la glándula de Harder. Estos estudios se realizaron en 

dos especies de roedores, cuyas glándulas exhiben una diferente res

puesta a la acción de los andrógenos. Las glándulas de Harder tanto 

de la rata, como del hámster macho fueron elegidos como modelo para 

el estudio del receptor dadas sus caracteristicas, así, en el hámster, 

la glándula presenta un verdadero dimorfismo sexual mientras que 1a 

rata solo diferencias menores entre las glándulas de los dos sexos han 

sido descritas. 

Una de las primeras evidencias acerca de la sensibilidad de la glándu 

la de Harder a esteroides, fué mostrada por Brook.sbank, utilizancb una 



feromona de naturaleza esterofdal, isotópicamente marcada ( 1::.16-An

drostenona). la cual observó, era retenida prP.ferentemente por la 

glándula de Harder (Brooksbank _tl ~. 1973). ·Este compuesto sin em

bargo, no posee actividad androgénica ~ ~· ni se une a· receptores 

conocidos para esteroides, la ausencia de unión de esta feromona al 

receptor de andrógenos, ha sido recientemente demostrada 1 en el epi

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

Si bien, la O 16-Androstenona es captada especificamente por la 

glándula de Harder de la rata, su modo de acción no es a través del 

receptor de andrógenos, según s~ demostró al observer que no compite 

por el sitio de unión del receptor de andrógenos, de la rata 6 el 

hámster (Figs. 13 y 15). 

En el presente trabajo el l'larcaje espedfico del receptor de andrógg 

nos en la glándula de Harder, fué llevado a cabo por el uso de un 1! 

gando sintético de alta actividad espP.clfica (a .e.) que exhibe gran 

avidez por el recP.ptor de andrógenos. El compuesto en cuestión es 

el andrógeno sintético D1metilnortestosterona-3H (:7-. ,11~-dimetil. 

19 nor-testosterona}, que muestra además ciertas ventajas sobrP. los 

radioligandos naturales COMO la 5~-DHT-3H, ya que no se une a protg 

inas transportadoras séricas que pudieran fntP.rferir en la cuantifi

cación del receptor. Así mismo, en la preparación de las fracciones 

citosólicas de la glándula de Harder, el empleo de molfbdato de so

dio (Na2Mo04), permitió establecer las condiciones óptimas para el 

estudio del receptor de andrógenos "nativos" en la glándula 00 HanEr. 

Aunque el efecto estabilizador del molibdato sobre los receptores de 

esteroides no ha sido bien establecido (Noma!,!: !J., 1980), su inclu-

,6. 



sión en las soluciones amortiguadoras utilizadas en los experirnentos 

muestran que este compuesto estabiliza la interacción entre el ligan .. 

do-3H y el receptor. 

Uno de los primeros criterios para caracterizar el receptor de andró-

47. 

genes en la glándula de Harder, fué la medición de la unión del radiQ. 

ligando DMNT-3H a su receptor en preparaciones crudas de citosol. Las 

figuras 6 y 7 muestran la interacción especHica del radioligando 

DMNT-3H con el componente de unión presente P.n la fracción sol!JJle de 

la glándula de la rata y el hámster respectivamente. La unión máxima 

fué alcanzada a 1 as 12 h de i ncubact ón, lo que indica la presencia de 

un componente de unión para andrógenos en aribas especies. Si se asu

me que la formació~ de un complejo hormona-receptor es un evento obl.i 

gatorio para desencadenar una respuesta biológica, el siguiente paso, 

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

La exposición de la fracción soluble de las células de la gUndula de 

Harder a diferentes concentraciones de DMNT-3H o bien, del radioliga.n. 

do más un ~xceso de compuestos esteroides no marcados demostraron,que 

el componente de unión exhibe gran afinidad por la DMNT-3H, además de 

ser un sistema de unión saturable (figuras 10 y 11). Por otra parte, 

los sitios de unión determinados por el método de Scatchard, t'luestran 

ser de alta afinidad y baja capacidad (Scatchard, 1949). las constan_ 

tes de disociación (Kd) aparentes (8.9 X 10-10 M y 3.0 X lo-10 M) ,as! 

como el número de sitios de unión (66 fmolas y 113 ffTlolas), obtf!lldas, 

para la rata y el hámster respectivamente, son similares a las ya re

portadas para el receptor de andrógenos, de diferentes tejidos (liao 

tl tl• 1.973; Ginsburg y Shori 1 1978; Amet ~ !]_, 1986) 
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Subsecuentemente, la especificidad de los sitios de unión de alta af.! 

nidad fué determinada por estudios de competencia, en donde los resul 

tados muestran claramente que los compuestos (esteroides) 1 con actiY! 

dad androgénica intr'inseca, se comportan como antagonistas cE la unión 

de la DMNT-3H, ésto es, compiten efectivamente por los sitios de 

unión; mientras que. compuestos carentes de tal actividad, como es el 

caso de los glucocorticoides, progestinas o estrógenos, exhiben poca 

o casi nula interferencia con la unión del radioligando (Figuras 13-

15). De ésta manera, el componente de unión de alta afinidad parece 

exhibir el mismo grado de especificidad en ambas especies estudiadas. 

Los resultados de especificidad del componente de unión de la glándu

la de Harder del hámster apoyan fuertemente los hallazgos de Payne r! 

fe rentes a la habi 1 idad que tienen diversos andrógenos para mantener 

el peso y el tipo celular de la glándula del hamster (Payne il _tl, 

1977). De este modo el mantenimiento de las células tipo JI en el m! 

cho está determinado por la presencia de andrógenos circulantes posi

blemente de origen testicular, mientras que la presencia de pigmentos 

dentro de la glándula es regulada probablemente por un efecto inhibi

torio (ya sea la biosintesis o sobre la actividad de ciertas enzimas 

involucradas en la formación de protoporfirinas) que ejercen los an· 

drógenos a través de su interacción con este componente de unión. 

La existencia de al menos dos formas del receptor de andrógenos en la 

fracción soluble de diversas células blanco, ha sido reportada por 

varios autores (Lea il tl, 1979; Grody il tl1 1982; Tai il tl• 1986). 

Ambas formas del receptor tienen la capacidad de unir específicamente 

andrógenos-3H y han sido agrupados en base a sus propiedades de sedi-
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mentación sobre gradientes de densidad. las forl'las menores del recep

tor presentan un coeficiente de sedimentación de entre 3.5 - 5.5 S y 

un peso molecular aproximado de 85 000 Oaltones. 

A esta forma del receptor se le ha denominado indistintamente como el 

receptor "activado", "transformado" ó "disociado" (Tindall il !11 1984; 

Tai ~ tl• 1986). 

La otra forma del receptor, la forma grande o "no transfonnada" 1 por 

el contrario, tiene un peso molecular mayor a 100 000 Daltones y un 

coeficiente de sedimentación de 8-9 S ó, mayor; este recP.ptor no tran!_ 

formado o receptor "nativo" es la forma predominante en la fracción c.i 

toplasmática de la célula, cuando el receptor no tansformado es e~tral 

do en condiciones de baja fuerza iónica. Posterior a la unión del an

drógeno-3H con el receptor "nativo", el complejo sufre cait1bios confor

macionales (activaci6n del receptor), incluyendo modificaciones en su 

coeficiente de sedimentación, que le confieren entonces la capacidad 

de interaccionar con la cromatina (Hiippaka y Liao, lc:B4;Yamanoto,19B5). 

El receptor de andrógenos que observamos en el citosol de la glándula 

de Harder tanto de la rata como del hámster, puede ser considerado den 

tro de esta última forma de receptor, es un receptor ºnativo" (figuras 

16-18). 

La forma 8-9 S del complejo Andrógena-3H·receptor de la glándula de 

Ha rder de 1 háms ter (en presencia de Mo 1 i bda to) conservó i na 1 te rada su 

capacidad de unión, aún cuando en el marcaje del receptor se emplearon 

dos diferentes ligandos DMNT-3H (Fig. 16, panel 1) ó bien 5ol.-DHT-

3tt (Fig. 16, panel 4). La alta especificidad del receptor 11 nativo" 

fué así mismo observada para ambos radioligandos cuando se incubaron 
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en presencia de DMNT ó So( -DHT no marcadas. L3 formación del complejo 

andrógeno-receptor en el citosol de la glándula de Harder del M.mster, 

también fué registrada en animales castrados previamente (lJ y 60 dfas) 

y se observó que las caracterfsticas de la glándula son predominante 

mente femeninas (Payne il tl• 1977; Lin y Nadakavukaren 1 1979). Aun

que el método de sedimentación en gradientes de densidad no es un métQ. 

do cuantitativo, nos permite inferir que la concentración del receptor 

no es afectada por la castración (figura 7) al menos, en la gUndula 

de Harder del hámster. Estos resultados nos penniten sugerir además, 

que la glándula de Harder de la hembra, debe poseer también este compQ. 

nente de unión, ya que la castración provoca la transformación de la 

glándula hacia el tipo hembra ocho semanas después de la operación 

(Clabough y Uorvell, 1973; Hoffman tl tl• 1985). 

Por otra parte, e 1 receptor de andrógenos presente en 1 a gUndula de 

Harder de la rata, posee un coeficiente de sedimentación idéntico al 

del hámster (figura 18). Además, aunado a sus propiedades de unión y 

a su alta especificidad, los datos sugieren que se trata de un compo

nente de unión similar, que comparte propiedades fisicoqulmicas de un 

receptor y que éste se encuentra ~n ambas especies aunque presentan 1.i 

geras variaciones. 

La observación de que el receptor de andrógenos en la glándula de la 

rata se encuentra en menor concentración que en la glándula de hámster 

(ver resultados) y corroborada en los estudios de formación del compl~ 

jo en gradientes de densidad (Figs. 16 y 17). Este hecho apoya la idea 

de una menor dependencia de los andrógenos en la regulación de la glá!l 

dula de Harder de la rata y otros vertebrados, (Eb11ng !! !J.., 1975 a, 
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1975 b; Brownscheidle y Niewenhuis, weaker, 1981; Johnson fil: !.l,1983), 

con respecto a la glándula del hámster. 

Aunque las características ultraestructurales de h glándula de Harder 

de las ratas macho, parecen no alterarse después de la castración ni 

después de la administración de testosterona, una reducción en el nú~ 

ro de "paquetes" de retículo emdoplásMico de las células tipo "8" fué 

observada en animales castrados (Brownscheid1e y Niewenhuis, 1978). No 

se encontraron diferencias morfológicas importantes después de la adml 

nistración de testosterona lo cual, puede ser explicado por Ja canti

dad (SO pg/dia} de andrógeno administrada, ya que puede considerarse 

una dosis relativamente insuficiente para mantener niveles fisiológi

cos constantes de testosterona. Pt>r otro lado la dependencia de la 

glándula de Harder en la rata a los andrógenos gonadates, queda del'loS

trada por el efecto que tienen éstos sobre el peso mismo de la glándu

la y sobre la producción de ltpidos intraglandulares, de t'ste modo la 

administración de testosterona produce un incremento o mantiene el pe

so y la producción de sebo en animales castrados (Ebling et al. 1975 a 

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

Estas observaciones apoyan fuertemente el concepto de que la regula

ción androgénica de la g16ndula es ejercida via receptor de andrógenos 

en ambas especies. 

Sin embargo, la participación de otras hormonas esteroides de origen 

suprarrenal y/o gonadal no puede ser descartada, particularmente, por 

el hecho de que tanto el estradiol como la progesterona pued~n alterar 

en cierto grado la concentración de porfirinas intraglandulares en la 

rata (Ulrich il 2.)_. 1974) y en el hámster (Payne il 2.)_, 1978). 
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La síntesis del receptor de progesterona, a su vez dP.pende de la acción 

del estradfol a nivel transcripcional (McLusky y HcEwen. 1978, 1980), 

és.to significa que el estrógeno modula la síntesis del receptor de prQ 

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 algú11 componente de unión intracelular de

be estar presente en la glándula de Harder. Los resulta dos sin embar

go, muestran lo contrario (Fig. 20). La administración de benzoato de 

estradiol a hámsters castrados no indujo respuesta alguna en la glá!! 

dula de Harder en términos de sfntesis de receptor de progesterona ad! 

más la ausencia de receptores residuales para progesterona Haclusky

y McEwen 1978, 1979), en los animales no tratados (Fi9. 20) con lo cwl 

se puede concluir (con las reservas pertinentes). que en la glándula 

de Harder no se encuentran presentes receptores de progesterona especl 

f1cos y que sus efectos observados en la gUndula de Harder deben ser 

mediados por otro (s) mecanismo {s) diferente {s) al modo de acción 

clásico. 

Es ta sugerencia es ta a poyada en 1 os res u Hados donde 1 a admf ni strac ión 

de tox f na ca 1 éri ca a háms ters castrados, no indujo madi f i cae ión a 1 guna 

sobre la sintesis del receptor de progesterona. aún cuando un fncreme!! 

to significativo del mismo por toxina colérica ha sido reportado (All~ 

va il -ª.]_, 1983). En contraste, el tejido de la hipófisis anterior, que 

sí responde al estímulo del estradiol exógeno con la fonnación de un 

complejo ORG 2058-JH receptor, se utfl izó como control positivo de re

ceptor de progesterona, (Fig. 20), en comparación al efecto de la to

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



A este respecto, los resultados de especHicfdad del receptor de an

drógenos en la glándula de Harder, indican cierta fnterferencfa por 

parte del estradiol (figuras 13, 14) y especfficamente por el metabg_ 

lito reducido de la testosterona, el J~ ,Sc(-Androstandfol con la 

interacción de la OMNT-3H-receptor (figura 13). Si bien, se sabe 

que estos compuestos (estradiol y 3,lf-androstandiol), prácticamente 

no interaccionan con el receptor de andr-ógenos; cierto grado de ant! 

gonfsmo ha sido observado (King y Mainwaring, 1974), y se cree que 

su acción es ejercida a través del mismo receptor (Garcfa y Roch~ 

fort, 1979; Thieulant ~ tl• 1981; Vilchis ~ tl• 1986). 

Debido a la fuerte interacción que ejerce el 3,4-Androstandiol sobre 

la unión de la OMNT-JH en la glándula de la rata macho se decidió 

examinar el comportamiento de unión del 3j9-Androstandfo1-3H en la 

fracción c itop 1 asmática ( figura 19) no encontrándose ninguna ev i de!! 

cia de interacción especifica, ni aún, cuando se intentó el marcaje 

con el estrógeno no esteroidal Tamoxifén aziridina-3H (Fig. 19}. E~ 

to sugirió la inexistencia de un componente de unión para estrógenos 

o en si', para el 3)9-AndrostandioJ-3H que pudiera estar involucrado 

en la modulación de los niveles de porfirinas en la glándula. 

Finalmente los cambios observados en tos niveles de porfirinas dura!! 

te el ciclo estral del hámster (Payne il. tl• 1979) o bien, debidos a 

la administración simultánea de estrógenos más progesterona {Ulrich 

g!_ tl' 1974). Podrían explicar la interacción de esta últif'Tla a nivel 

del epitelio glandular. 

Para que ocurra una respuesta celular inducida por progesteorna, la 

presencia de receptores especificas en la c~lula blanco es un evento 

deteminonte (O'Malley y Schrader, 1976). 
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Hasta ahora el único efecto conocido, que es inducido por la toxina: 

colérica en la glándula, es el de incrementar de 6 - 20 veces la ac

tividad mitogénica (Hoffman y Al leva, 1982) y a diferencia de lo que 

sucede en otros tejidos, esta toxina no es capaz de inducir la sint! 

sis de receptores en la glándula de Harder. 

En consecuencia puede afirmarse que la glándula de Harder no es un 

tejido b 1 aneo a proges te rana o a sus derivados, ya que se demostró 

la ausencia total de componentes de UPión citoplasmático y por lo 

tanto su acción a nivel genómico queda de igual forma descartado. 

Una posible forma de actuar del estrógeno y la progesterona a nivel 

glandular, estaría confinado a la modulación de la secreción de otras 

sustancias a nivel del eje hipotálamo-pineal-gónada, ejerciendo por 

lo tanto un efecto indirecto sobre la glándula de Harder. 

La interacción existente entre la pineal y la gónada (testículo), en 

el control de la glándula de Harder ha sido reiteradamente sugerida 

(Wetterberg, 1972¡ Clabough y Norvell, 1973; MacMasters y Hoffman 1 

lg84), sin embargo, recientemente la producción o síntesis l.!! situ 

de melatonina dentro de la glándula ha sido demostrada (Hoffman 

et al 1 1985). Este hallazgo complica grandemente el entendimiento 

de los efectos de la melatonina sobre la glándula de Harder, partic.!! 

larmente por que los niveles de la misma (melatonína) parecen estar 

controlados por andrógenos (Hoffman tl _tl, 1985). las concentracio

nes de melatonina producidas dentro de la glándula de la herrbra estan 

elevadas de 3 a 4 veces con respecto a las del macho, mientras que 

la remoción gonadal a estos últimos, produce un incremento gradual 

de la melatonina, probablemente este fenómeno está mediado a través 



de un efecto inhibitorio de1 andrógeno, vía su receptor. sobre la 

actividad de algunas. enzimas involucradas en la síntesis de melatoni 

na como la N-Acetil serotonina o bien, Hidroxiindo1-0-Meti1 transfe

rasa (Cardinali rt tl• 1972; Pang g! tl• 1917). 

Indirectamente el andrógeno afecta entonces el contenido de porfiri

nas ya que la melatonina incrementa la concentración de estas (Reiter 

y Klein, 1971; Joó y Kahán, 1975), dentro del tejido. 

Por lo tanto, los resultados apoyan el concepto de que los andróge

nos tienen un papel regulador, que actuando via-receptor intracelu

lar, modulan su ex.presión genómica. Una serie de cambios metabóli

cos morfológicos y bioquímicos que se 1 levan a cabo en la glándula 

de Harder pueden ser parcialmente entendidos a través de esta interaf_ 

ción. 

Quedan aún muchas interrogantes por ser contestadas que expliquen S!, 

tisfactoriamente algunos aspectos de la fisiolog~a de la glándula de 

Harder que nos permitan comprender su función. Los resultados del 

presente estudio representan una pequei'la contribución para el enten

dimiento de la regulación de la glándula de Harder. 
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CONCLUSIONES 

De los estudios real izados ~ vi tro con la fracción soluble de las células 

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

y Rattus rattus 1 los resultados fueron interprl?tados de la siguiente ma~ra: 

a) Se reporta por vez primera un componente de unión altamente especifico 

para andrógenos presente en la fracción citoplasmática de la glándula 

de Harder en estas especies. 

b) Este componente intracelular exhibe parál'1etros de unión al equílibrio, 

similares a las del receptor de andrógenos. 

e) Las propiedades de sedimentación del componente citoplasmático de alta 

afinidad sugieren que se trata de la forma nativa del receptor de an

drógenos. 

d) La ausencia de otros pos i b 1 P.S receptores ( proges terona y/ o es trógenos) 

en la glándula apoyan el concepto de que la regulación honnonal de es

ta estructura es mediada principalmente por andrógenos a través de es

te receptor especi'fico. 
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Apéndice l. 

Determinación de Proteínas por la T~cnica de Bradford. 

El método de Bradford (Bradford, 1976). es un método calorimétrico utiliza

do para la cuantificación de protelnas en muestras biológicas. Este método 

se basa en la observación de que el colorante azul brillante dt> Coomassie 

{que existe en dos formas diferentes de color; roja y azúl), en su forma r,2 

ja, es convertida a la forma azúl cuando se une el colorante con la prote~

na. El complejo colorante-proteina tiene un coeficiente de extinción alto, 

lo que permite una gran sensibilidad en la medición de las proteínas. 

La unión del colorante a la proteina produce un cambio en la absorción máxi 

ma del colorante que va de 465 a 595 nm. 

Este método tiene la ventaja de que cationes (sodio, potasio), y detergen 

tes (Tritón 100 y dodecil sulfato de sodio). no muestran interferencia en 

la reacción. 

En ésta técnica el colorante azúl brillante de Coomassie G-250 es utilizado 

como reactivo y la albúmina sérica de bovino (BSA). se emplea como estándar 

de referencias. 

En este método el ensayo se detemina (lee) en un espectrofotómetro a 595 

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