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RESUMEN

La noretisterona (NET) es una progestina sintética capaz de inducir la
sintesis y secrecién de Uteroglobina (UTG) de una manera similar a como lo
hace la Progesterona (P,). Esta progestina se biotransforma en érganos blanco
dando como productos los metabolitos Sa-DHNET y 38,5«-DHNET, los cuales
son capaces de umirse a otros receptores hormonales diferentes al de P,
induciendo efectos bioldgicos.

Estudios preliminares de nuestro laboratorio han demostrado que el Sc-
DHNET un metabolito natural de la NET, ain cuando conserva una afinidad
relativa por el receptor de P4 (RP), exhibe, después de su administracién, un
efecto progestacional minimo, evaluado a través del modelo de UTG, lo que
sugirié que la interaccién del S¢-DHNET con el RP produjera un efecto
antiprogestacional.

En el presente trabajo se evalué la actividad de tipo progestacional y/o
antiprogestacional inducida por la administracién de dos metabolitos reducidos
en el anillo A de NET (5¢-DHNET y 38,5«-THNET) sélos o en combinacion
con P,, utilizando como modelo experimental la expresién del gen de UTG en
el vitero de la coneja prepiber.

Los resultados obtenidos indicaron que la administracién durante cinco
dias consecutivos de 5¢-DHNET (0.5mg/Kg peso/dia) en forma simultdnea con
P, (1.0 mg/Xg peso/dia) incrementarca ¢l contenido utering de UTG y de su
RNAm en la coneja, mientras que a dosis altas (>2.5mg/kg peso/dia)lo
disminuyeron significativamente (p > 0.005). Esta observacién demuestra que
la 5¢-DHNET modula la accién de P, en el titero en una forma dual dosis-
dependiente y muy posiblemente al nivel transcripcional del gen de UTG. Sin
embargo, no pude ser descartada la posibilidad de que este efecto modulador
del 5¢-DHNET pueda ser mediado por su metabolito reducido, el 38,5a-
THNET, el cual posee actividad estrogénica.

Para determinar la participacién del 33,5¢-THNET en este mecanismo,
se realizaron estudios complementarios. Los resultados indicaron que la
administracién simultinea del 38,5«-THNET y P, a la misma désis (1.0
mg/Kg peso/ dia) inhibié la expresién del gen de UTG en el titero de la coneja
prepiber. Estos resultados fueron similares a los obtenidos con Ia
administracién simultinea de estradiol y P, o de RU 486 y P,.



Finalmente, se evalud el efecto de los metabolitos reducidos de NET sobre la
expresion del gen del RP en el iitero de la rata. Los resultados indicaron que
mientras que la administracién de P, induce un efecto de regulacién a Ia baja
(dowu-regulation) sobre su propio receptor, la administracion del S¢-DHNET
y del 38,5c¢-THNET no modifican el contenido uterino del RP ni de su RNAm.

El andlisis de estos resultados en conjunto, permiten concluir que la
reduccién enzimdtica de la molécula de NET modifica significativamente la
expresion de los genes de UTG y RP en el iitero de la coneja. En efecto, Ia Sa-
DHNET pierde su actividlad progestacional y adquiere actividad anti-
progestacional. Los mecanismos involucrados en este cambio dramdtico en Ia
actividad biolégica de S5¢-DHNET incluyen una actividad anti-hormonal
intrinseca de esta molécula complementada con el efecto estrogénico de su
derivado metabdlico 38,5«-THNET.

Serd de interés investigar, en el futuro, si el efecto antiprogestacional
de 5¢-DHNET y 38,5¢-THNET descrito en este trabajo correlaciona con
efectos antiimplantacién,

El significado fisioldgico de estos hallazgos es por lo tanto relevante al
abrir nuevas opciones o estrategias en la bisqueda de agentes anti-hormonales
para la regulacién de la fertilidad poscoito.



INTRODUCCION
LA NORETISTERONA

Se ha demostrado que las progestinas sintéticas se biotransforman a
nivel de los érganos blanco y que los productos de transformacion metabdlica
pueden interactuar con receptores localizados dentro de las células blanco. El
efecto bioldgico de estas interacciones puede resultar en actividades agonistas,
antagounistas y/o sinergistas, dependiendo de la naturaleza del receptor al que
se mnen (1,2). Estas progestinas se han clasificado en dos grupos de acuerdo
a su estructura quimica: Las que derivan de la molécula 17-Hidroxi-
progesterona (vgr: acetato de medroxiprogesterona, acetato de clormadinona)

y aquellas que derivan de la 19-nortestosterona (3).

Dentro de este iiltimo grupo se encuentra la Noretisterona o NET (17 -
etinil-178-hidroxi-4-estrén-3-ona), la cual es ampliamente utilizada en diversas
formulaciones empleadas en la regulacién de la fertilidad y terapia clinica
debido a sus propiedades biolégicas (4).

En experimentos llevados a cabo en varias especies de mamiferos ha
quedado demostrado que la NET presenta una gama de efectos hormonales
(5), los cuales son él resultado de las interacciones de los diferentes productos
de bioconversion de NET con los receptores a hormonas esteroides sexuales

6,7).

A través de diversos estudios bioquimicos se ha establecido que la NET
se metaholiza tanto in vitro como in vivo, a nivel de érganos blanco y que los
productos de transformacion metabdélica son principalmente 5q¢-reducidos (8).

Varios estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que los



metabolitos Sc-reducidos (5«-DHNET) se unen a los receptores para
andrégenos (RA) y P, y que los metabolitos tetrahidrorreducidos (38,5a-

THNET) interaccionan con los receptores para estrégenos (RE).
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Biotransformacién metabélica de la molécula de Noretisterona (NET) en los
érganos blanco. La NET *H se incubé in vitro con preparaciones de hipdfisis,
hipotdlamo y prdstata ventral de rata, los metabolitos resultantes de la
conversién metabélica de la molécula fueron 5¢-DHNET y dos metabolitos
tetrahidro reducidos 38,5« y 3a5¢-THNET. Aquellos marcados con * poseen
la capacidad de interactuar con los receptores a hormonas esteroides sexuales.

Las caracteristicas de unién de estos metabolitos con los receptores
citoplasméticos ya han sido informadas (6). La NET intacta se une con alta

afinidad al RP y produce efectos biolégicos a nivel de érganos blanco, el Sa-



DHNET también se une al RP, aunque con menor afinidad, asi como al RA
(9); sin embargo, los efectos biolégicos resultantes de estas interacciones no
han sido del todo evaluados. El metabolito 38,5¢-THNET se une
especificamente al RE dando por resultado un efecto tipicamente estrogénico
(10).

ESTEROIDE RECEPTOR =~ EFECTO HORMONAL
NET RP,RA Agonista

5¢-DHNET RP,RA Antagonista ?
38,56-THNET RE Agonista

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que la NET
es capaz de inducir la sintesis y secrecion de UTG de una manera importante
(11), similar a la reportada para P4 (12). También s¢ demosiré que el
metabolito 5¢-DHNET, que presenta una afinidad moderada por el RP
(2.0x107 M), no ejerce el efecto biolégico inherente al receptor que la une;
sino por el contrario, pareciera ser que el resultado de esta interaccién se
traduce en un efecto de tipo inhibitorio para la induccién de la sintesis de
UTG (13).

En 1979, Reel y col.(14) evaluaron por el método de McPhail (15), el
efecto progestacional producido por los derivados de la 19-nortestosterona.

Entre estos compuestos evaluaron las propiedades de unién de la 5¢-DHNET



al RP y la respuesta biolgica después de su administracién. Ellos reportaron
que el 5e-DHNET producia un efecto antagonista a la accién de'la P,; ya que
Do encontraron ninguna correlacién entre la afinidad por RP y la actividad

biolégica de la progestina.

En base a esos resultados y aquellos obtenidos en nuestro laboratorio se

planted la siguiente hipdtesis:
BIPOTESIS

La reduccién en el anillo A de la molécula de NET resulta en la
disminucién significativa de la potencia progestacional intrinseca de la
molécula de tal forma que la 5¢-DHNET adquiere un efecto antagonista de P,
y por lo tanto una inhibicién en Ia expresién del gen de UTG.

MECANISMO GENERAL DE ACCION DE LAS ANTIPROGESTINAS.

Se ha demostrado que el primer paso en el modo de accién de las
antiprogestinas es su interaccién con los RP (16) y para estudiar su modo de
accidn, varios cientos de dichas progestinas han sido sintetizadas, pero a la
fecha , solo una, el mifepristone (RU-486), ha sido ampliamente estudiado
tanto en animales de laboratorio como en el humano (17). Muchos estudios
realizados con el RU-486 han sido enfocados para profundizar en el modo de
accién a mivel molecular de las progestinas, asi como sus efectos a mivel
fisiolégico.

Los mecanismos moleculares a través de los cuales esta antiprogestina

lleva a cabo sus efectos, han sido motivo de estudio en los vltimos aiios (18).

Para un mejor entendimiento del mecanismo de accion de una



antiprogestina, es importante conocer el modo de accién de la progestina, en

el siguiente esquema se muestra el mecanismo general de accién hormonal.
hsp90,p59

R hsp90,p59 ----— H-R, bhsp90,p59 ---— H-R+,hsp90,p59
8S H-8S H-8S+

H-R-+ 4s
H=Hormona; R=Receptor; hsp="heat shock protein" P.M.90,000, pS59.

Cuando ﬁna célula blanco recibe un estimulo con una hormona, ésta se
une a un receptor intracelular especifico formando el complejo hormona-
receptor (H-R). Después de este evento, ocurre una transformacién fisica
importante, el receptor se vuelve mds pequefio (de 8s a 4s), y se separan las
proteinas hsp90 y p59 que estin presentes en forma hetero-oligomérica
(19,20). Estatransformacion correlaciona de una forma directa con la afinidad
elevada del receptor por el micleo en el cual se une a elementos reguladores
dentro del PNA (EXIT) , a través de su dominio de unién al DNA (DBD).

Se ha observado que después de que el complejo H-R se ha unido al
DNA ocurren dos eventos principales:

El primero es un efecto a nivel de la cromatina, donde se ha
demostrado que en el caso del receptor de glucocorticoides (RG), la union del
complejo H-RG al DNA altera la estructura de la cromatina , especificamente
al nucleosoma que contiene HREs para gluéocorﬁcoides (GRE) a nivel de la

regién del promotor (21).



Este cambio en la conformacion de la cromatina, puede provocar que
se modifique el acceso de los factores de transcripcion al DNA de una manera

positiva, para que se inicie la transcripcién (22).

El segundo evento importante que sucede, es que la unién del receptor
al DNA no tiene consecuencias en la sobreexpresion de los factores de
transcripcion.

Los factores de transcripcioén que regulan el proseso hormonal no sélo
difieren en los elementos de cis-transactivacién a los cuales se unen (activando
o bloqueando la tramscripcion), sino que también son diferentes tanto
cualitativa como cuantitativamente, lo cual depende del tipo celular al que
pertenezcan. El papel que ellos tienen es el de factores limitantes para la
actividad del receptor, situacién que es critica para Ia respuesta que estos
receptores puedan presentar.

La unién del receptor al DNA entonces, puede facilitar la interaccién
de los factores de transcripcién con sus sitios blanco,y con otros factores de

transcripcién para dar inicio a la transcripcidn.

En resumen podemos decir que el paso mds inmediato después de que
la P, se une al receptor, es el cambio conformacional gue sufre la cromatina,
Ia liberacion de hsp90 (la cnal estd unida en upa regién cercana al dominio de
unidén al ligando (LBD), provocando cambios en la regiéon LBD. De esta forma
los receptores se convierten en activadores tramscripcionales, que a su vez
pueden interactuar con otros factores de transcripcion, desencadenando asi el
inicio de la tramscripcién de un gen que contiene dentro de las secuencias

aledafias al promotor, elementos de respuesta a estos receptores (23,24).



LA UTEROGLOBINA COMO MODELO DE ACCION PROGESTACIONAL.

La UTG es una proteina de secrecion endometrial cuya expresidn es
regulada por la P, (25); su peso molecular es de 14 kDa y se encuentra en las
secreciones uterinas de la coneja. Es secretada principalmente durante los
primeros 12 dias de la gestacion y sus niveles maximos se alcanzan el quinto

dia (26).

. Se ha demostrado que la P, administrada sola, tiene efectos importantes

) 'sobre la sintesis de UTG tanto a nivel de la transcripcidon como de Ila
traduccion, de tal forma que el contenido de UTG y de su RNAm se eleva
(27). Sin embargo, los efectos provocados por E, son principalmente a nivel

de la transcripcién y de una manera dosis-dependiente (28).

La expresion del gen de UTG ha sido ampliamente utilizada como
modelo para evaluar la actividad progestacional de diversos compuestos, asi
como también ha sido wutilizada para estudiar los efectos de varias anti-
hormonas (29). Se ha demostrado que el RU-486 bloquea completamente la
activacién transcripcional inducida por P, y que el tamoxifen inhibe la
estimulacién inducida por la administracién de dosis bajas de estradiol (30,31).

OBJETIVOS.

Evaluar la actividad antiprogestacional de la 5¢-DHNET a través del modelo
de la UTG.

Explorar los mecanismos involucrados en este cambio en el efecto
progestacional de la molécula de NET, cuando es reducida en la posicién 5 del
anillo A.



JUSTIFICACION

Los estudios enfocados al modo de accién de las hormonas esteroides
han sido de gran importancia en el disefio de nuevos moléculas esteroidales
con capacidad anticonceptiva y/o contraceptiva.

Debido al papel crucial que juega la P, en la funcién reproductiva, el
disefio 0 descubrimiento de antagonistas de P, (antiprogestinas), los cuales
actdian a través del blogqueo de los receptores celulares a la hormona en los
érganos blanco, tienen un papel importantisimo no solo en la regulacién de la
fertilidad y terapia clinica, sino también en el estudio del modo de accién

tanto de agonistas como de antagonistas a la accién de la P,.



MATERIALES Y METODOS.

ANIMALES.

A lo largo de este trabajo se utilizaron conejas prepiiberes de Nueva
Zelanda (1.0 0.2 Kg.) las cuales fueron obtenidas del Bioterio de los
Laboratorios de Salud de la Secretaria de Salubridad y Asistencia. Estos
animales fueron separados en grupos (n= 5), donde cada grupo fue sujeto a
diferente esquema de tratamiento. Durante el periodo experimental, los
animales fueron alimentados ad libitum y en condiciones normales de luz y

obscuridad.

REACTIVOS.

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de la casa comercial Sigma
Chemicals (St. Louis Mo.).

Ribonucleasa A (R-4875), Agarosa tipo IT (A-6877), Glicina (G-1775),
Trizma base (T-1503), Tris-Hcl (T-3253), Lauril Sulfato de Sodio (1.-4509),
HEPES (H-3375), Azul brillante de Coomasie (B-1131), Albdimina sérica de
bovino (A-4503), Glicerol (G-7757) ,Propilenglicol (P-4792), Progesterona (P-
0130), Noretisterona (N-4128), Estradiol (E-8875), Lactoperoxidasa liofilizada
(L-2130), Bromuro de Etidio (E-8751), Sephadex G-50 (G-50-300). Sephadex
G-100 (G-100-120), Sacarosa (S-9378), Formamida (7503). Azul de Bromofenol
(B-6131), Sulfato de Amonio (A-4915), Acetato de Amonio (A-7262), EDTA
(E-3218), Cloruro de Litio (L-0505), Aprotinina (A-4529).



Pos siguientes reactivos se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories
(Richmond CA):

Acrilamida (161-0101), Bisacrilamida (161-0201), Azul de bromofenol
(161-0404), TEMED (161-0801), Persulfato de Amonio (161-0700), Azul
Brillante de Coomasie R-250 (161-0400), Marcadores de peso molécular (161-
0304), y 8-mercaptoetanol (161-07010).

De Pharmacia Fine Chemicals. (Uppsala, Suecia) se obtuvieron los
siguientes:

Ficol 400 (17-0400-02), Sephadex G-25 (17-0032-02).

El sisiema de marcaje de DNA (8187 SA), Cloruro de Calcio (1511),
Tiocianato de Guanidina (11049), y todas la enzimas de restriccién empleadas
en este trabajo se obtuvieron de la casa comercial BRL (Bethesda Research

Laboratories).

El fenol liquido Q.P. (2864), Hidréxido de Sodio (3722), Cloruro
de Sodio (3624), Alcohol Isoamilico (90338), Acido acético (9507), Cloroformo
(90560), Etanol Absoluto (9000-60), Citrato de Sodio (3646), 1-butanol (9054),
formaldehido (2106) y el Metanol (6009) se obtuvieron de J.T.Baker de

Meéxico.
ESTEROIDES.

Los esteroides empleados en este estudio, sintetizados en el Laboratorio
de Quimica Orgdnica de la Facultad de Quimica de la UNAM a cargo del Dr.
Gustavo Garcia de la Mora, fueron los siguientes:

Los metabolitos reducidos en el anillo A; 5o-Dihidronoretisterona (5a-
DHNET) y 3B,5c-tetrahidronoretisterona (3B,5¢-THNET). Para mayores
detalles metodolégicos cousultar (32).



MATERIAL RADIOACTIVO.
De la casa comercial Amersham (Buckinghamsire, Inglaterra) se
obtuvieron los siguientes reactivos:
32p.odCTP (A.E. 3000 Ci/mmol), y el NaI en NaOH 1N (1 mCi), E,”H
(A.E. 110 Ci/mmol), *H-ORG-2058 (A.E. 58 Ci/mmol).
METODOLOGIA.

TRATAMIENTO HORMONAL.

Los animales fueron sujetos a diferentes esquemas de tratamiento

siguiendo el protocolo siguiente:

GRUPO TRATAMIENTO DOSIS PERIODO

m=5) (esteroide) (mg/kg de peso) (dias)
I P, 1.0 - 5
I P, + 5a-DHNET 1.0+ 05 5
m P, + 50¢-DHNET 1.0 + 1.0 5
Iv P, + 5¢-DHNET 1.0 + 2.5 5
A% P, + 5«-DHNET 1.0 + 5.0 5
Vi1 P, + 38,5¢-THNET 1.0 + 1.0 5
v P,+ 178 E, 1.0 + 1.0 5
VI P, + RU-486 1.0 + 1.0 5
X VEHICULO - 5




Todos los esteroides empleados fueron disueltos en propilenglicol el cual
se utiliz6 como vehiculo de administracion. El volumen inyectado via
subcutinea fue de 500 pl en todos los casos. Veinte horas después del iiltimo
tratamianto los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y
" sangrado. Se colectaron las muestras de tejido uterino, asi como los fluidos

uterinos respectivos.
OBTENCION DE LOS FLUIDOS UTERINOS.

Cada cuerno uterino se lavé con 500 ul de solucién salina estéril
suplementada con inhibidores de proteasas (Aprotinina 5 mg/ml y PMSF
2mM). Los lavados resultantes (fluido uterino), se colectaron en tubos
Eppendorf y se centrifugaron durante 10 min. a 5000 rpm a 4°C, con objeto
de separar los residuos tisulares y restos de pelo del animal de las muestras
biolégicas. Posteriormente cada muestra fue etiquetada y guardada a -80°C

hasta su procesamiento.

OBTENCION DE LOS CITOSOLES UTERINOS PARA ANALISIS
ELECTROFORETICOS E INMUNOBLOTS.

De cada uno de los animales de cada grupo se tomé uno de los cuernos
uterinos (5 en total por cada grupo), se fragmentaron y se homogenizaron con
polytron en 5 volumenes (p/v) de solucién salina suplementada con inhibidores
de proteasas. Los tiempos de homogeneizacién no excedieron los 10 segundos.
Posteriormente, los homogenados se centrifugaron a 105 000 x g durante 1 h
a una temperatura de 4°C. El sobrenadante o fraccién soluble (citosol)
obtenida, se separé en varias alicuotas, las cuales fueron empleadas para los

andlisis de inmunoblot para la deteccién del RP y de la UTG intracelular.



ESTEREOESPECIFICIDAD DEL RP

Para estos ensayos se utilizaron 5 conejas prepiiberes, las cuales fueron
tratadas durante 3 dias consecutivos con una dosis de 15 pg de benzoato de
estradiol disuelto en aceite de ajonjoli. 24 horas después de la iltima
inyeccién, los animales fueron sacrificados y los iteros removidos.
Posteriormente se obtuvo el citosol uterino en buffer TEDM (Tris-HC1 20 mM,
p-H. 7.4; EDTA 1.5 mM; DTT 0.25 mM, suplementado con 5000 U/ml de
aprotinina y Molibdato de Sodio 10 mM). El contenido de proteinas en los

citosoles uterinos fue determinado por el método de Bradford(33).

Los andlisis de desplazamiento se llevaron a cabo segtin lo descrito por
Chadbvez et.al. (6). Diferentes fracciones de citosol fueron incubadas durante 4
hrs. a 4 C con *H-ORG-2058 (25 000 cpm) 1 nM, en presencia o ausencia de
diferentes concentraciones de los competidores radio-inertes incluyendo ORG-
2058, P,, NET,5¢-DHNET, 38,5¢-THNET, y RU-486. Al final de la
incubacién las fracciones que contenian el esteroide libre fueron separadas del

unido utilizando una suspensién de carbén activado-dextrdn.

ESTERECQESPECIFICIDAD DEL RE.

Para estos ensayos el citosol uterino fue obtenido de la misma forma
antes descrita, pero con la diferencia de que las conejas no recibieron ningtin
tipo de tratamiento previo con benzoato de estradiol. Los andlisis de
competencia por este receptor se hicieron utilizando *H-178-E, como
radioligando y las incubaciones con los competidores se llevaron a cabo
empleando concentraciones crecientes (ver pie de Figura en los Resultados

correspondiente).



CUANTIFICACION DE UTEROGLOBINA.

La cuantificacién de uteroglobina se llevé a cabo por RIA, el cual fue
previamente descrito por Mayol (34) y posteriormente estandarizado y
optimizado en nuestro laboratorio (35). El antisuero anti-uteroglobina
(obtenido en cabra) fue preparado en el Laboratorio del Profesor E.Milgrom
(Labs. Bicetre, Francia) y fue utilizado a una dilucién final de 1:60 000. El
segundo anticuerpo fue obtenido de la casa comercial ICN, la dilucién
utilizada en los ensayos fue 1:7, La UTG fue radio-yodinada por el método de

lactoperoxidasa y la a.e. fue alrededor de 40 pCi/pg.
ANALISIS ELECTROFORETICOS Y WESTERNBLOTS.
FLUIDOS UTERINOS

Con el fin de analizar el patrén electroforético de los fluidos uterinos,
se llevaron a cabo electroforesis en geles nativos de poliacrilamida, siguiendo
la técnica descrita por Davis (36). Las electroforesis se llevaron a cabo en
minigeles de 10 x 12 cm. y se corrieron a voltaje constante (100 v), después de
Ia corrida los geles se tifieron con Azul de Coomasie (Azul de Coomasie R-250
0.2%; 40% metanol; 10% Acido acético). Posteriormente se llevaron a cabo
andlisis de "Western blot", empleando geles nativos y transfiriendo las
proteinas en membranas de Immobilon P (Millipore Inc.), utilizando la técnica
descrita por el fabricante. La transferencia se llevé a cabo toda la noche en
buffer TBS (Tris 25 Mm; glicina 192 Mm) a 4°C y a voltaje consatante (25
V). Posterior a la transferencia las membranas fueron bloqueadas durante 1
hr en buffer TBS - Leche descremada (leche descremada 10% p/v; Trizma
base 25 Mim; NaCl 0.9% p/v). Después del tiempo de blogueo las membranas

se incubaron con el anticuerpo anti-uteroglobina (dil. 1:200) en TBS - Leche



descremada. Posteriormente se hicieron varios lavados y se incubé con un
segundo anticuerpo anti IgG de cabra marcado con peroxidasa (dil. 1:1000)
en TBS - Leche descremada, Tween 20 al 0.01%. La solucién de revelado
empleada contenia diaminobenzidina 0.6 mg/ml Tris-Hcl 10 Mm p.H.7.6 y
H,0, 10°.

CITOSOLES UTERINOS

Los analisis electroforéticos tanto del RP, y la UTG presentes en el
citosol, se realizaron en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes, en presencia de urea 8M y SDS siguiendo la técnica descrita
por Laemmli (37). El porcentaje de acrilamida empleado en los geles fue
diferente para aquellos donde se analizé la UTG (12.5%) de aquellos del
receptor de progesterona (7.5%), debido a las diferencias en el peso molecular
de ambas proteinas (14 kDa y 110 kDa respectivamente) . Se corrieron a
voltaje constante (100 V) y el buffer de corrida contenia urea (2 M) en buffer

Tris-glicina.

Los Western blots se llevaron a cabo de la misma forma como se
describié previamente para la deteccién de UTG en fluido uterino. Para la
deteccion del RP se utilizé una mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra este receptor (MI 60 dil. 1:300; Let 126 dil. 1: 400; y Let 181 dil 1:
300) (38) y como segundo anticuerpo se usaron inmunoglobulinas de ratén

marcadas con peroxidasa.



DETECCION DE LOS RNAm DE UTG Y DEL RP POR NORTHERN BLOT.

Las diferentes extracciones de RNA total de los tejidos uterinos se
Hevaron a cabo a partir de 0.5 g de tejido siguiendo la técnica descrita por
Cathala (39). La eficiencia de recuperacién de RNA por gramo de tejido fue
de 500 1+ 120 ug. Esta técnica se fundamenta basicamente en el empleo de
monotiocianato de guanidina y cloruro de litio y posee la ventaja de poder

preparar el RNA a partir de pequefias cantidades de tejido.

Para llevar a cabo los andlisis de "Northern blot " y localizar los
transcritos correspondientes a UTG asi como a los del RP, se Hevaron a cabo
varias electroforesis donde se fraccionaron 10 xg de RNA por cada muestra
de tejido proveniente de cada tratamiento. Las electroforesis se realizaron en
geles desnaturalizantes de agarosa al 1.1 % - formaldehido 2.2 M, y
posteriormente los RNAs fueron transferidos a una membrana de nylon "Gene
Screen” por métodos convencionales (46). Las membranas fueron
prehibridadas 4 hrs. en buffer H ( SSC 2x, SDS 0.2%, fosfato de sodio 120
mM p.H. 6.8, EDTA 10mM y 10 g de DNA de esperma de salmén). Para la
hibridacién se utilizaron como sondas, el cDNA de UTG (41) asi como el
cDNA del PR (42) los cuales fueron marcados radiactivamente con dCTP &P

utilizando la técnica de "random primer" (43).

Las hibridaciones se llevaron a cabo por separado para la UTG y para
el RP, atin cuando los filtros fueron reutilizados después de cada hibridacidn.
Las incubaciones fueron toda la noche con las sondas correspondientes ( a.c
1-2 x 10® cpm/ug) en buffer H, la temperatura de hibridizacién fue de 42°C.
Pasado el tiempo de incubacién las membranas se lavarom 2 veces a
temperatura ambiente con una solucién SSC 2X, SDS 0.1%, y otras 2 veces

a 50°C en una solucién SSC 0.1 X, SDS 0.1% y se expusieron con una placa



autorradiogriafica " KODAC X-OMAT "..Después que las membranas fueron
expuestas, éstas fueron lavadas exhaustivamente en una solucién en ebullicién
de SDS 0.1% para despegar toda la sonda adherida ya que estos mismos
filtros fueron rehibridizados con una sonda correspondiente al cDNA de
histona H4-*P, la cual se utilizé para hibridar los RNAs correspondientes a

a la Histona H4 como control de expresién.



RESULTADOS

ESTEREOESPECIFICIDAD DE LOS RECEPTORES AP, YE,.

Para evaluar la capacidad de union de las progestinas usadas en este
estudio a los receptores a P, y a E,, se llevaron a cabo los andlisis de
desplazamiento, incubando el RP con ORG-2058 *H y el RE con E,-*H. Los
resultados de la competencia por estos receptores, utilizando concentraciones

crecientes de los diferentes competidores se muestran en las Figuras 1a y 1b.

Los esteroides utilizados en estos estudios de competencia por el RP
fueron los siguientes: 1 nM ORG-2058-" solo y en presencia de
concentraciones incrementadas de los siguientes competidores, incluyendo
ORG-2058 radioinerte: Progesterona (P,), Estradiol (E,), RU-486, 5«¢-DHNET,
¥ 3B8,5¢-THNET. Aquellos realizados para el RE fueron:E,-’H, E,, RU-486,
5¢-DHNET, y 38,5«-THNET.

Unpa vez determinada la estereoespecificidad de los RP y RE por NET
y sus metabolitos, se estudié su efecto biolégico a través de un modelo
bioldgico que permita evaluar este tipo de efectos a nivel molecular, el modelo
de la UTG ofrece ciertas ventajas debido a que permite evaluar un efecto
agonista o antagonista a través de un producto génico discreto como lo es esta
proteina P,regulada.



ESTEREOESPECIFICIDAD DEL RP
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Figara la. Estereoespecificidad del PR. Los citosoles uterinos fueron
incubados con ORG-2058 °H en presencia de diferentes concentraciones de las
progestinas. Los competidores mas potentes por el RP fueron, en orden de
importancia, los siguientes: ORG-2058 y P,, seguidos por RU-486 y Sa-
DHNET, mientras que el 38,5¢-THNET y el E, no interactuaron con el
receptor.



ESTEREOESPECIFICIDAD DEL RE
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Figura 1b. Estereoespecificidad del RE analizada por desplazamiento del
ligando marcado E,’H con los diferentes competidores esteroidales. Los
citosoles fueron incubados con E, *H en presencia de diferentes
concentraciones de las progestinas. Los iinicos competidores capaces de
desplazar al E,~"H del RE fueron el 38,5a-THNET y el 178-E, radioinerte.



EFECTO DE 5«-DHNET Y 38,5«-THNET SOBRE EL CONTENIDO DE
UTG EN FLUIDOS UTERINOS.

Diferentes grupos de animales (n=>5) recibieron una dosis diaria de
progesterona (1.0 mg/kg de peso) durante 5 dias, sola o en combinacién con
diferentes dosis de S¢-DHNET (0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 mg/kg de peso). Otros
grupos recibieron 38,5¢-THNET (1.0 mg/kg de peso) simultaneamente con P,.

El contenido de UTG en los fluidos uterinos fue determinado por RIA.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE UTG POR RIA.

Como se muestra en la Figura 2, cuando se administré P,, se consideré
que el contenido de UTG se incrementé en un 100% con respecto al grupo
control (vehiculo). La respuesta a la administracién de 5¢-DHNET fue dual
y dosis-dependiente de tal forma que a dosis bajas (0.5-1.0 mg/kg de peso) se
incrementaron las concentraciones de UTG en fluido uterino en un 20% con
respecto a aquellos inducidos por P,, mientras que la administracién de dosis
mayores (2.5-5.0 mg/kg de peso) disminuydé aproximadamente en un 80%
dicha concentracién. Como se esperaba, el efecto del RU 486 provocé una

disminuciéon cercana a un 90% en el contenido de UTG.

Por otra parte, el efecto producido por la administracién del 38,5a-
THNET y E,, en forma simultinea con P,, dio también por resultado una
disminucién en las concentraciones de UTG P,-inducida cercana a los valores
basales.
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Figura 2. Determinacion de las concentraciones de UTG (ug/mg de proteina)
contenidas en los fluidos uterinos por RIA. Se puede apreciar el efecto
hormonal causado por los distintos esquemas de tratamiento. El anilisis
estadistico (ANOVA p<0.005) demuestra que las diferencias encontradas
entre los diferentes grupos son estadisticamente diferentes.

ANALISIS ELECTROFORETICOS E INMUNCBLOTS BE LA UTG
EN LOS FLUIDOS UTERINOS.

Cuando se realizaron las electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones nativas se compardé el patrén electroforetico del contemido
proteinico de los fluidos uterinos de los diferentes grupos. Se identificé la
banda correspondiente a la movilidad electroforetica de la UTG utilizando
como control la proteina pura (UG). Se encontraron diferencias las diferentes

bandas incluyendo aquellas que no corresponden a UTG.



Figura 3a. Electroforesis de las proteinas presentes en los fluidos uterinos
(10pg/carril). Los carriles corresponden a: Estandar de UTG (0), P, (1),
P,+5x-DHNET (0.5 mg/kg peso)(2), P,+5«-DHNET (1.0 mg/kg peso)(3),
P,+5«-DHNET (2.5 mg/kg peso)(d), P,+5«-DHNET (5.0 mg/kg peso)(3),
P,+38,5¢-THNET(6) y vehiculo(7) respectivamente.

Como se puede observar la banda correspondiente a UTG presentd
variaciones de acuerdo al tratamiento que recibieron los animales, estas
variaciones consistieron en el contenido de proteina presente, dato que
confirmé los resultados previos obtenidos en el RIA. Estos datos demuestran
que la capacidad de induccién de la sintesis de UTG causada por los
tratamientos con P, o P, en combinacién con dosis bajas de Se-DHNET, y que
sin embargo la administracion de las dosis elevadas de este metabolito de NET

traen por consecuencia el decaimiento de el contenido de UTG en los fluidos.



Cuando se analizaron estos fluidos por Western blot los resultados
correlacionaron perfectamente con aquellos obtenidos por electroforesis, dato
que confirma que la proteina analizada como UTG en los geles es reconocida

por el anticuerpo especifico para esta proteina y que el grosor de las bandas

corresponde principalmente a la UTG. Figura 3b.

Figura 3b. Deteccién de la UTG en los fluidos por "Western blot". Los carriles
corresponden a: Estandar de UTG (1) P,(2), P,+5«-DHNET (0.5 mg/kg
peso)(3), P,+5¢-DHNET (1.0 mg/kg peso)(d), P,+35«-DHNET (2.5 mg/kg
peso)(5), P,+5«-DHNET (5.0 mg/kg peso)(6), P,+E, (7), P,+3B,5¢-T-
HNET(8), P,+RU 486 (9) y vehiculo (10) respectivamente.



ANALISIS DE LA UTG CONTENIDA EN EL CITOSOL UTERINO
POR WESTERN BLOT.

El proposito de analizar la UTG en los citosoles uterinos fue para
determinar si las diferencias encontradas en el contenido de UTG en los
fluidos, no fue debida a una inhibicién en su secrecién, como un posible

proceso de regulacion post-traduccional Figura 3c.

Tigura 3c. Deteccién de la UTG en los citosoles uterinos por "Western blot".
Los carriles corresponden a: P (1), P,+5«-DHNET (0.5 mg/kg peso) (2),
P,+50-DHNET (1.0 mg/kg peso)(3), P +5¢-DHNET (2.5 mg/kg peso)(4),
P,+5a-DHNET (5.0 mg/kg peso) (5), P,+E, (6), P,+38,5¢-THNET(7), P,+RU
486 (8) y vehiculo (9) respectivamente.



Los resultados obtenidos de estos "Western blots" concordaron con
aquellos obtenidos en en los andlisis de los fluidos uterinos, aunque el
contenido de UTG se encontré en menor proporcion, el patrén fue exactamen-
te el mismo, lo que descarta la posibilidad de que la regulacién negativa de
la UTG por efecto del tratamiento hormonal sea debido a una inhibicién en
la secrecién de la proteina, ya que la mayor parte de la UTG que esta siendo

traducida es procesada y secretada al lumen uterino.

ANALISIS DEL RP EN CITOSOLES UTERINOS POR WESTERN BLOT.

Los andlisis de "Western blot" para el RP, no presentaron diferencias en las
bandas correspondientes al RP (110, 76 y 65 kD) en ninguno de los tratamien-
tos lo que sugiere que el efecto causado por los diferentes tratamientos no

alteran el contenido del RP intracelular.

Figura 4. Deteccidn del RP en citosol uterino por inmunoblot. Los carriles
corresponden a los siguientes tratamientos hormonales: Marcadores de peso
molecular 110, 92, 66 y 48 kDa (1) vehiculo (2) P,+RU 486 (3), P,+E, @),
P,+38,5¢-THNET (5), P,+50¢-DHNET (5.0 mg/kg peso)(6), P,+5«-DHNET
(2.5 mg/kg peso)(7), P,+5«-DHNET (1.0 mg/kg peso) (8), P,+5«-DHNET (0.5
mg/kg peso)(9), y P, (10) respectivamente.



DETECCION DEL RNAm DE UTG POR NORTHERN BLOT A PARTIR DE
RNA TOTAL.

El andlisis de los RNAs por "Northern Blot" demuestra que la
administracién de P, sola o en combinacién con las diferentes progestinas
altera los niveles de RNAm de UTG. En la figura 5a se puede observar el
incremento en el contenido de RNAm para UTG en los RNAs provenientes de
aquellos animales que fueron tratados con P,. De igual forma como sucedi6
con la proteina, también se encontré6 que el RNAm de UTG disminuy6 en
aquellos animales tratados simultineamente con 5a-DHNET (dosis altas),
38,5¢-THNET, RU 486 y E, en combinacién con P,; estos resultados apoyan
la hipétesis de que este efecto antiprogestacional se lleve a cabo a nivel de la

tramnscripcion.

Para descartar la posibilidad de que estas variaciones pudieran ser
efecto de diferencias en la concentracién de los RNAs analizados, se utilizé un
control de expresién constitutivo (¢cDNA de histona H4), el cual presenta una
taza de transcripcién igual en todos los tejidos y no se ha reportado que sea

inducido por hormonas esteroides.

Cuando se analizaron los transcritos del RP comparandolos con aquellos
del grupo control ( propﬂéngﬁcol) se observé una disminucién en el contenido
de RNAm del RP en los animales que fueron tratados con P, y no en aquellos
que fueron tratados de manera simultinea con los metabolitos de NET y con
E, no es claro si este efecto observado se debe a la regulacién a la baja del RP
por P, o fuera debido a a la estabilidad del mensajero en esas condiciones

experimentales. (Figura 5b)



Figura 5a. Deteccién del RINAm de UTG por "Northern Blot". Se utilizé
como sonda el cDNA de UTG marcado con P,,. Los carriles corresponden a:
P, (1), P,+5«-DHNET (0.5 mg/kg peso)(2), P,+35«-DHNET (1.0 mg/kg
peso)(3), P,+35«-DHNET (2.5 mg/kg peso)(4), P,+5«-DHNET (5.0 mg/kg
peso)(5), P,+E,(6), P,+38,5¢-THNET(7) y el vehiculo (8) respectivamente, en
la parte inferior de la figura se muestra la hibridacién del mismo filtro con el
control de expresion (Histona H4)
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Figura 5b. Deteccion del RNAm del RP por "Northern Blot". Se utilizé como
sonda el cDNA del RP marcado con **P. Los carriles corresponden a: P, (1),
P,+5¢-DHNET (0.5 mg/kg peso)(2), P,+5«-DHNET (1.0 mg/kg peso)(3),
P,+5«-DHNET (2.5 mg/kg peso)(4), P,+5«-DHNET (5.0 mg/kg peso)(5),
P,+E,(6), P,+38,5¢-THNET (7) y el vehiculo(8) respectivamente. En la parte
inferior de la figura se muestra la hibridacién del mismo filtro con la sonda
de la Histona H4.



DISCUSION

La UTG es una proteina endometrial de secrecién (45,46) cuya sintesis
y secrecién por las células del epitelio uterino es regulada por la P,. En este
estudio, se evaluaron los efectos de los metabolitos de la progestina sintética
NET sobre la expresién del gen de UTG, cuando estos fueron administrados

en combinacién con P, en conejas prepuberes.

En primera instancia se comprobd la regulacién de UTG por P4, ya que
la-administracién de esta tiltima a una dosis de 1 mg/kg de peso durante 5 dias
increment6 significativamunte la produccién de UTG. Por otra parte, la
administracion de S¢-DHNET regulé la sintesis de UTG inducida por P, , de
una manera dual y dosis dependiente, ya que cuando se administraron dosis
bajas del S¢-DHNET (0.5 y 1.0 mg/kg de peso)+P, (1 mg/kg de peso) x 5 dias
el contenido de UTG inducida por P4 no se redujo, sino que incluso se
incremento ligeramente. Sin embargo, a dosis altas (2.5 y 5.0 mg/kg de peso)
el 5¢-DHNET disminuyé en un 80% el efecto de P4 sobre la sintesis de UTG.
En efecto, la disminucién en el contenido de UTG evaluada por diversos
procedimientos (electroforesis, western blot, y RIA)se observd tanto en la
fraccidn citosdlica de homogenados, como en los fluidos uterinos (Figs. 2, 3a,
y 3b). El efecto de la administracién del S¢-DHNET, a dosis aitas, sobre el
contenido de UTG inducida por P,, fué similar al observado después de la
administracién de la antiprogestina sintética RU 486.

Cuando se analiz6 por "Northern blot" el contenido de RNAm de UTG
presente en el iitero de los diferentes grupos experimentales, se observé una
disminucidn significativa tanto en los viteros de los animales que recibieron
dosis altas de 5o¢-DHNET como en aquellos que recibieron RU 486 (Fig 5a).

Estos resultados sugieren que el efecto antiprogestacional inducido por Sc-



DHNET ocurre a nivel de la transcripcion de una manera similar a la
observada con RU 486, cuyo mecanismo de accién hormonal a nivel transcrip-
cional ha sido ampliamente establecido (31). Sin embargo, no podemos
descartar a partir de estos estudios la posibilidad de un mecanismo alterno
sobre la tasa de degradacién del RNAm de UTG para la explicacién de estos
hallazgos.

Los efectos antiprogestacionales causados por S¢-DHINET ya habfan sido
informados por Reel y cols.(14) quienes evaluaron los efectos de varias
progestinas derivadas de la 19-nortestosterona y demostraron que S¢-DHNET
ademds de ser un fuerte competidor antagonista de P, era capaz de
interrumpir la gestacion en ratas. Posteriormente, Schubert (47) comparé los
efectos antiprogestacionales de 5«¢-DHNET con aquellos inducidos por el
tratamiento con estriol. Sus resultados muestran de una manera contundente
el efecto antiprogestacional de 5«-DHNET (evaluado por el anilisis de Mc
Phail), asi como los efectos contragestacionales tanto en ratas como en ratones.
Estos hallazgos indicaron que los efectos antiprogestacionales de S¢-DHNET
fueron muy similares a los producidos por estriol, aunque al parecer los
efectos de Se-DHNET no estaban mediados por el RE ya que no existe

interaccion de este metabolito de NET con el RE.

Es interesante sefialar que cuando evaluamos los efectos de Sa-DHNET
y P, sobre el contenido de RP en el citosol uterino utilizando la técnica de
"western blot", se observ6 una disminucién en el contenido de RP en aquellos
grupos tratados com P, sola, la cual se explica por la regulacion a la baja,
"down regulation", que ejerce la P, sobre su propio receptor (48). La
administracién simultanea del Se-DHNET con P, antagonizo el efecto dela P,

sobre la regulacién a la baja de su propio receptor.



Para investigar si la actividad antiprogestacional ejercida por la S«-
DHNET se lleva a cabo via un efecto intrinseco de la molécula o que pudiera
ser mediada por los efectos estrégenicos causados por uno de sus productos de
bioconversion, el 38,5«-THNET, se disefiaron otros experimentos complemen-
tarios. A otros grupos de animales se les administré este metabolito tetrahidro
reducido de NET junto con P, a dosis iguales (1 mg/kg de peso) durante 5
dias. Otro grupo experimental que se utiliz6 como control positivo de actividad
estrogénica, recibid E, en combinacion con P,. Los resultados demostraron que
la actividad antiprogestacional del 38,5«~-THINET fue similar a la observada
con el 5¢-DHNET.Sin embargo la potencia antihormonal del 38,5¢-THNET
fué mayor (1:5) que la del S¢-DHNET.

Por otra parte, tanto 38,5«¢-THNET como E, undujeron una disminu-
cion en el contenido de UTG inducida por P,, un hallazgo obtenido, tanto en
los fluidos como en las fracciones citosélicas uterinas. La disminucién del
contenido uterino de UTG ocurrié en forma paralela con una disminucién en
el contenido tisular de su RNAm. Estos datos sugieren la presencia de dos
mecanismos diferentes de los metabolitos de NET para ejercer sus efectos
‘antiprogestacionales, ya que el Sa-DHNET interactia con el RP pero no con
el RE, mientras que el 385¢-THNET solo interacciona con el RE. Es
importante seiialar que el Sa-DHNET se biotransforma en los érganos blanco
a 38,5«-THNET por lo que es probable que los efectos observados en los
grupos que recibieron S¢-DHNET sean el producto de un efecto sumatorio de
la actividad propia o intrinseca de el Sa-DHNET y de la actividad estrogénica
de su metabolito 38,5«-THNET.

LaPolt et.al. (49) demostré que concentraciones altas de E, en suero,
inducen un efecto antagonista al de la P, causando efectos deletereos en el

" desarrollo embrionario temprano, asi como en el proceso de implantacién en



la rata. Por otro lado Stone y Hammer (50), informaron que en presencia de
concentraciones circulantes elevadas de E,, los oviductos de conejas gestantes
producen una sustancia de bajo peso molecular que es capaz de inhibir la
embriogénesis temprana y de la misma manera Gidley-Baird et.al (51)
demostraron que en ratones gestantes y en mujeres sometidas a procedimien-
tos de fertilizacién in vitro, en las que existian concentraciones elevadas de E,
en plasma, se presenta. un efecto inhibitorio en la implantacién embrionaria.
Por otra parte se ha demostrado que los estrégenos también inhiben la
respuesta a progesterona de las células deciduales en el iitero de las ratas
ovariectomizadas (52).

Estas observaciones indican que la inhibicién de la sintesis de UTG
progesterona-inducida no es el inico evento donde los estrégenos se comportan
como una anti-progestina. Los datos obtenidos en el curso de este trabajo
demuestran el efecto antiprogestacional ejercido por un derivado de NET con
actividad intrinseca estrogénica, sobre la sintesis de UTG.

En apoyo a nuestros hallazgos debe seiialarse que en 1979, Janne y cols
informaron el efecto inhibidor de los estrégenos y anti-estrégenos sobre la
sintesis de UTG y de su RNAm. Estos autores sugirieron que este efecto
ocurria principalmente a nivel de la transcripcién, y no por una inhibicién en
la secrecién de UTG por las células endometriales, lo cual concuerda con los
datos obtenidos en este trabajo . Los mecanismos por los cuales los estrégenos
o esteroides sintéticas con actividad estrogénica, actuando via RE, interfieren
en los efectos de P, son desconocidos, por lo que se requiere mayor investiga-

cion.

Diversos estudios han demostrado que la administracién de E, en
conejas ovariectomizadas tratadas con P, exégena induce, una disminucién
acelerada del contenido uterino de UTG y de su RNAm (53) . La explicacién

a este fenémeno es que la administracién de estrégenos produce un bloqueo



en la sintesis de RNAm de UTG.

Los resultados obtenidos en nuestros estudios no permiten determinar
a que nivel de la transcripcién se lleva a cabo el efecto antiprogestacional de
los esteroides con actividad estrogénica ni cual es el papel que tienen los RE

y RP en estos fenémenos.

La regulacién de la sintesis de UTG a través del RP ha sido ampliamen-
te demostrada (30) y se han determinado las secuencias de DNA dentro de Ia
region del promotor en el gen de UTG a las cuales se une el RP (54). En 1990
Beato y cols.(55) informaron la existencia de una secuencia parecida al ERE
( Elemento de Respuesta a Estrogenos) GGTCA...TGCCC, el cual presenta
una diferencia de una base con respecto al palindroma perfecto previamente
reportado para el ERE del promotor del gen de la Vitelogenina A2 de
Xenopus leavis, GGTCA... TGACC (56). Este grupo de investigadores informé
que este ERE presente en el promotor del gen de UTG es capaz de unir al RE
in vitro e iniciar la transcripcién (55). Con estos datos es factible proponer que
ésta secuencia génica interviene en la regulacién negativa de la transcripcion
del gen de UTG inducida por compuestos con actividad estrogénica.

Varios autores han sugerido la interferencia entre reccptores a
hormonas esteroides en la expresion del mecanismo hormonal (57,58 ), por lo
que es plausible sugerir una competencia por factores de transcripcién entre
estos receptores (RPy RE), o bien que la unién del RE al ERE del gen de UTG

pudiera interfiera con el proceso de transcripcién inducida por el RP.

Para resolver estos cuestionamientos seria de interés en el futuro
disefiar nuevos estudios que involucren estas secuencias de regulacién del
promotor de UTG, y estndiar Ia influencia de lIos RP y RE en la transcripcién

en células transfectadas que lleven un vector con estas secuencias delante de



de un gen reportero, asi como también investigar si el efecto antiprogestacio-
- nal del Se-DHNET y de 38,5¢-THNET, descrito en este trabajo correlaciona

- con efectos anti-implantacién como los descritos para el RU 486 y el E,.

La importancia de estos hallazgos a nivel fisiolégico es muy relevante,
ya que abre nuevas opciones o estrategias en la biisqueda de agentes anti-
hormonales para la regulacién de Ia fertilidad post-coito.(59,60,61)
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