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ANTIPROGESTATIONAL AND ANTIIMPLANTATION EFFECTS OF NORETHISTERONE
AND ITS A~RING REDUCED METABOLITES: AT MOLECULAR LEVEL.

Norethisterone (NET) has been used as a contragestational
poscoital agent. It is biotransformed to S« dihydro-NET (S5a-NET=
and 3B5a-tetrahydroNET (3B5a¢~NET) in the target tissues. The
participation of these metabolites in NET effects is unknown. We
have examined the intiimplantation and antiprogestational effects
of NET and its metabolites, in adult mated female rabbits, by
assessing the number of implantation sites and the expression
products of the uteroglobin (UTG) gene in the uterus, and by
comparing them with those of RU-486 and estradiol. Steroids were
daily administered s.c. at several doses for seven consecutive
days, starting 24 HS after coitus. Tc assure that fertilization
occurred in all animals, the presence of early pregnancy factor
was detected.

The results showed that high doses (5mg/kg) of NET reduced both
implantation and expression of the UTG gene. On the other hand,
lower doses (1.5 mg/kg) of 5a¢-NET produced an antiimplantation
effect and suppressed UTG synthesis and its mRNA. These effects
were similar to those of RU-486. At lower doses (1lmg/kg), both
estradiol and the estrogenic metabolite 3B5a¢~-NET were also
effective in inhibiting implantation and UTG gene expression. The
general results suggest *hat NET metabolites exert
antiimplantation and antiprogestational effects through their
interaction with progesterone and estrogen receptors, and provide
an explanation for the molecular mechanisms involved in the
poscoital contraceptive action of NET.



EFECTO ANTIPROGESTACIONAL Y ANTIIMPLANTACION DE LA NORETISTERONA Y SUS METABOLITOS
REDUCIDOS EN ANILLO A: EVALUACION A NIVEL GENOMICO.

La noretisterona (NET) ha side utilizada como agente contragestacional ‘poscoito. Después
de su administracidn se blotransforma a 5 -dihidro-~NET (5 -NET) y a 3 ,5 -tetrahidro-NET
en los Organos blanco. La participacion de estos metabolitos en los efectos de asta pro
gestina sintética no han sido completamente evaluados. En el curso del presente estudio
experimental se examiné los efectos antiprogestacional y antiimplantacidn de este com_
puesto "per se", asi como de sus productos de bioconversidn metabdlica. El estudio se --
realizd en conejas adultas apareadas (fertilizadas) durante el periodo de la gestacidn
temprana mediante la identificacién vy registro de los sitios de implantacidn en dtero,
asi como la de expresidn del gene de Uteroglobina (UTG) endometrial.

Como control positivo se utilizaron mifepristona (RU-486) v el 17 -estradiol. Los esterol
des fueron administrados en forma diaria por siete dias, via subcutdnea, a diferentes ~--
dosis, siendo 1l primer dia de aplicacidn 24 hs postcoito. La fertilizacidn en lcs anima_
les apareados se documentd por la presencia 2n =i suero del factor de embarazo tamprano,
mediante el uso del método lnmunoldgicc deé inhibicidn de rosetas {(Orozco y cols,1984).
Los resultados demostraron que dosis altas de NET (5 mg/KG) inhibieron tanto la implanta_
2idén como lLa exprasiin lel gene Je la utaraglobioa, alentras gue su oaetsabellito raducilo,
5 -NET a bajas dosis (1.5 mg/Kg) ejercid un potente 2fecto anti-implantacidn y ademds =--
inhibe tanto las concentraciones de uteroglobina secretada al lumen uterino, como la --
axpresidn del ARN mensajero (ARNm) de La utercglobina en las células del endometrioc.
Estos efectos fueron similares a los observados en animales tratados con RU486. En forma
adicional, se demostrd que 1 3 ,3 -NET, un derivadoc metabdlico con actividad estrogénica
intrinseca, también fue efectivo a dosis bajas enh términos de inhibicién de la lmplanta_
~i6n y la expresidn de uteroglobina y su ARN mensajero, en forma similar a lo obsexvado -
después de la administracién de 17 -estradiol.

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron delinear el mecanismo de accidn

de NET como potencial anticonceptivo poscoito.
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ABSTRACT

Norethisterone (NET) has been used as a contragestational poscoital agent. It is biofransformed to
5a-dihydro-NET and 3B5a-tetrahydro-NET (3B5a-NET) in the target tissues. The participation of these
metabolites in NET effects is unknown. We have examined the infimplantation and
antiprogestationai effects of NET and its metabolites, in adult mated female rabbits, by assessing the
number of implantation sites and the expression products of the uteroglobin (UTG) gene in the uterus,
and by comparing them with those of RU-486 and esiradiol. Steroids were daily administered s.c. at
several doses for seven consecutive days, starting 24 HS after coitus. To assure that fertilization
occurred in all animals, the presence of early pregnancy factor was detected.

The results showed that high doses (5mg/kg) of NET reduced both implantation and expression of the
UTG gene. On the other hand, lower doses (1.5 mg/kg) of 5a-NET produced an antiimplantation
effect and suppressed UTG synthesis and its mRNA. These effects were similar to those of RU-486. At
lower doses {1mg/kg). both estradiol and the estrogenic metabolite 385a-NET were also effective
in inhiblting implantation and UTG gene expression. The general resulls suggest that NET metabolites.,
exert antimplantation and antiprogestational effects through their interaction with progesterone and
estrogen receptors, and provide an explanation for the motecular mechanisms involved in the
poscoltal contraceptive action of NET.
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RESUMEN

La noretisterona (NET) ha sido utilizada como agente contragestacional poscoito. Despueés de su
administracion se biotrasforma a 5a-dihidro-NET [5a-NET) y a 3B85a -telrahidro-NET {3B5a-NET) en los
organos blanco. La participacion de estos metabolitos en los efectos de esta progestina sintetica
no han sido completamente evaluados. En el curso del presente estudio experimenta! se
examinaron los efectos antiprogestacional y anti-implantacion de este compuesto “per se”, asi
como de sus productos de bioconversion metabdlica.

El estudio se realizé en conejas adultas apareadas (fertilizadas) durante el periodo de la gestacion
temprana, mediante la identificacién y registro de los sitios de implantacion en el Gtero, asi como
la expresion del gen de Uteroglobina (UTG) en el endometrio.

Como confrol positivo del efecto antiprogestacional de estos compuestos, se utilizd mifepristona (RU-
486}, una anti-progestina sintética y 17B-estradiol. Los esteroides fueron administrados durante siete
dias por via subcutdnea, a diferentes dosis, siendo el primer dia de aplicacion las 24 horas poscoito.

La fertilizacidn en los animales apareados se documentd por la presencla en el suero del factor de
embarazo temprano, el cual se identificd mediante el uso del método inmunologico de inhibicidon
derosetas (RIT)(Orozco y cols,1984).

Los resultados demostraron que dosis altas de NET (5 mg/Kg) reduce o inhiben tanto ia implantacion
como la expresion del gen de la uteroglobina, mientras que su metabolito reducido, 5a -NET @
bajas dosis (1.5 mg/kg) ejerce un potente efecto anti-mplantacién y ademds inhibe tanto las
concenfraciones de uteroglobina secretada al lumen uterino, como la expresién del ARN mensajero
(ARNm) de la vteroglobina en la células del endometrio. Estos efectos fueron en todo simiiares a los
cbservados en animales tratados con RU484.

En forma adiclonal, se observd que el 385a -NET, un derivado metabdlico de Sa -NET con actividad
estrogénica intrinseca, también fué efectivo a dosis bajas en términos de Inhiblcién de la
implantacion y la expresién de uteroglobina y su ARN mensajero, en una forma similar a lo observado
despues de la administracion de 178-estradlol.

Los resultados obtenidos en este estudlo permitieron delinear el mecanismo de accidn de NET como
potencial anticonceptivo postcoito. En efecto, los datos demostraron que dos metabolitos
resultantes de la bioconversidn de noretisterona ejercen un potente efecto antlprogestacional y
anti-implantacion a menores dosis, sugirlendo que el efecto anti-implantacion de noretisterona se
glerce via sus derivados reducidos en el anillo A, La observacion de que 5a -NET interactia con alta
afinidad relativa con el receptor de progesterona, pero no expresa actividad progestacional suglere
que la 5a -NET posee actividad anti-progestacional infrinseca en forma similar a'la observada con
RU486. Por otra parte el hallazgo que el 385x-NET, un esteroide no fendlico interactia con el
receptor de estrégenos y que su actividad bioldgica es estrogénica sugiere que su efecto anti-
implantacion es parecido o similar ai de 178-estradiol .

Los datos en su conjunto permiten postular el concepio de que el efecto anti-implantacién de la
NET es debido a la acclén antiprogestacional y estrogénica de sus productos de conversidn
metabdlica. Estos hallazgos permitirdn el desarrollo de nuevas formulaciones farmacoidlgicas de
uso potencial como anticonceptivos poscoitales ¢ de inhibiclon de ia gestacidn.
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INTRODUCCION

En las ultimas decadas el fendmeno de lareproduccion en el humano ha ofrecido una gama de
oportunidades para el disefio de estrategias de intervencidn encamindas a su regulacion, iniciando
desde la produccion de los gametos hasta fa implantacion del dvulo fecundado en la pared
uterina. Esto ha dado como resvitado una verdadera revolucion en tecnologia anticonceptiva
que ha faciitado la planeacién y ejecucion de programas nacionales de planificacidon familiar.
Et avance en el conocimiento de los procesos fisiologicos, bloquimicos y moleculares que participan
en la reproduccion, permitié el desarrallo de compuestos esteroidales sinteticos con actividad
estrogenica y/o progestacional con potencias superiores al de las propias hormonas naturales.

Aunque en la actualidad existen diversas estrategias anticonceptivas, las hormonas esteroides
continban siendo una de las mayores opciones en la regulacion de la fertilidad. La administracion
de esirégenos se emplea en diversas formulaciones anticonceptivas, sin embargo, ia obtencion de
progestinas sintéticas, derivadas de la hidroxi-progesterona y de la 19-nor-testosterona han permitido
la generacién de nuevos agentes anticonceptivos, siendo la Noretisterona (NET} la primera
progestina sintética que se ha administrado en forma oral, en formulaciones inyectables de larga
accion, dispositivos intrauterinos, anillos vaginales y en parches transdérmicos.

El mecanismo de accion a nivel celular de estos compuestos aun no se conoce en su totalidad,
pero enlos Ultimos afios se han disefiado modelos experimentales a traves del uso de marcadores
moleculares regulables por las propias hormonas esteroldes naturales. Tal es el caso del modelo de
la expresién de uteroglobina enel endometrio de la coneja. Ademds de este drgano, la UTG se
sintetiza en el endometrioc y en ofros organos como el pulmon, donde su papel fisiologico es
desconocido, pero existen evidencias de su importancia en el embarazo temprano en esta especie.
El hecho de que Ia sintesis de esta proteina es mayormente dependiente de las concentraciones
de progesterona para su expresién endometrial, ha servido a algunos investigadores como
marcador de activida progestacional.

El poder contar con un modelo de esta naturaleza nos permite disponer de una herramienta
experimental para evaluar y estudiar los mecanismos de accién de diversos esteroides sintéticos,
como noretisterona y RU-486, agentes farmacologicos con actividad antihormonal cuya aplicacion
es importante para el campo de regulacién del proceso de fertilizacion. |

Progesterona y embarazo temprano en la coneja.

El cuerpo IUteo juega un papet Importante en el establecimiento y mantenimiento de la gestacién
en la maycria de los mamiferos, incluyendo alhumano, esto se establecié desde principlos de siglo
por Corner y Allen, quienes observaron que la inyecclén de exfractos de esta gldndula a conejas
ovariectomizadas poco tiempo después del apareamiento, resuitd en el desarrolio de condiciones
progestacional similares a las observadas en el embarazo temprano.

Actualimente se sabe que los cambios que ocutren en el Utero por accién progestacional durante
el periodo temprano de la gestacion son de vitat importancia para que el proceso de implantacion
del blastocisto se lleve a cabo, para io cual se requiere que el foliculo productor de estrogenos se
convierta en corto tiempo a un cuerpo lUteo productor de progesterona.

Enla coneja pseudoembarazada se demostrd que el cuerpo liteo tiene una vida media de 12a -
13 dias. El pseudoembarazo en esta especie estd definlda como la funcion del cuerpo lGteo del
primero al doceavo dia después de la estimulacion con hCG, reflejandose en un incremento en
las concenfraciones circulantes de progesterona y cambios en el patrén de secrecion de proteinas
uterinas (Fig. 1).

La progesterona, sintetizada en el cuerpo IUteo, es esencial en la preparacion del endometrio, la
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implantacion y mantenimiento del embarazo a traves de sus multiples acciones como: a} inhibicion
de la contractilidad del miometrio, b} proporcionar proteccion inmunologica al embrion, c)
reduccion en la sintesis de prostaglandinas, d) mantenimiento del crecimiento y la plasticidad
uterina, e} induccidn de proteinas como uterogiobina, uteroferina etc.

Por ofro lado, se ha demosirado ampliamente que para que el proceso de la implantacion ocumrq,
es necesario la sincronia enfre el endometrio y el biastocisto en un ambiente hormonal adecuado
En el conejo, laimplantacién del blastocisto se lleva a cabo en el dia 7 despues del coito, y se ha
postulado que los estrdgenos provenientes del blastocisto son de gran importancia (Edwads, 1982);
sin embargo, el blastocisto, en el periodo pre-implantacion, también contiene cantidades
importantes de progesterona (Dickman, 1976, 1979; Psychoyos,19746).

Algunos investigadores analizaron fa relacion entre el blastocisto y el endometrio en las primeras
etapas de la gestacion, cuantificando las concentraciones de estrogenos, progesterona y sus
receptores infracelulares en ambos compartimientos; pero no se pudo establecer una comrelacion
enfre el contenido hormonal de la unidad blastocisto-endometrio y las detectadas en circulacion.
(E-Banna, 1977; Browning, 1980; Firyal, 1984 ; Gutiérez-Sagal, 1992).

A pesar de que los resultados experimentales han sido controversiales y no se ha podido establecer
un pafréon de comportamiento que explique claramente esta relacion; se han establecidpo algunos
principios : 1) no existe ninguna relacion enfre ias concentraciones en suero de estrégenos y
progesterona con los cuantificados en el blastocisto, el endometrio y el lumen uterino; 2} las
concentraciones de progesterona en el endometrio y lumen uterino aumentan en forma progresiva
durante los primeros dias poscoito y se mantienen altas hasta el dia de la implantacién; 3} la
concentracidon de estrégenos en el endometrio no varia en forma importante en los primeros
dias poscoito; pero una vez que se ha llevado a cabo la Implantacién, su concentracion es menor
en el lumen uterino que denfro del blastocisto.

Estos cambios hormonales la coneja durante el periodo preimplantacién, ejercen un efecto
regulador del numero de lo receptores para estrégenos y progesterona en el endometrio, lo cual
prepara al Utero para la implantacion del biastocisto. En esta especie existen altas concentraciones
de receptores nucleares de progesterena y una baja en el compartimiento citoplamdatico en el
blastocisto un dia antes de la implantacion (Pury, 1980).

Uteroglobina y su papel en la fisiologia del embarazo temprano en {a coneja.

La uteroglobina como ofras proteinas de secrecion es sintetizada como precursor que contiene un
péptido serial, el cual es cortado en la membrana del reticulo endoplasmico (Nleto, 1985). Esta
motécula fué inicialmente descublerta como el mayor componente proteinico del fluido uterino
en la coneja durante el embarazo temprano (Beler, 1968; Krishnan, 1967). La produccion endomedtrial
y la secrecion de ésta proteina son dependientes de las concentraciones de progesterona
clrculantes en la coneja (Artur, 1972; Loosfelt, 1981 ){fig 1) por lo cual es considerada como
marcador bloguimico de (a accldn de esta hormona.
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endometrio,( ) % relalivo de secrecién de UTG en Huido uterino, (-~ JProgesierona en suero,{ © } % de
UTG del 5° al 8° dia. [ J. Reprod. Fert({1991)92,511-523 ).

Esta proteina, cuya secuencia de aminodcidos esta bien establecida, fué purificada por Nieto y
Cols, en 1977. Su estructura primaria y cuaternaria fueron descritas un dio después por difererites
grupos de investigacion (Pstingl, 1978; Atger, 1979). La molécula de uteroglobina esté compuesta
de dos subunidades de 70 aminodcidos cada unay presenta un peso molecular de 16,000 daltones.
‘Ambas subunidades se encueniran unidas por dos puentes disulfuro y ofras uniones no covalentes
(Pstingl, 1978).

Recientemente se ha demosirado que la secuencia de aminodcidos de la uteroglobina tiene poca
similitud con el dominio {regién) de unién al esteroide del receptor de progesterana (Fawell, 1990}
por lo que ha servido como modelo experimental en el estudio y andlisis de las interacciones
especificas entre la progesterona y oiras proteinas.

La uteroglebina fue originalmente identificada en el fluido uterino de la coneja gestante durante
lafase de prelmplantacién y subsecuentemente se informa la presencia de proteinas similares en
diversos drganos del conejo, incluyendo el oviducto (Goswami & Feigelson 1975; Kirchner, 1976), el
blastocisto (Beier, 1968), y el pulmadn tanto en hembras como machos (Noske, 1976; Beier, 1976,
Savouret, 1980}, La expresion de uteroglobina uterina y pulmonar fue descrito recientemente en
ratas y en ofras especies como en humanos (Singh, 1987, 1988), pero su papei fisioldgico no es claro.
Se ha postulado que, esta proteina pueda servir como inhibidor de proteasas, como
inmunodepresor y-como antiinflamaterio debido a su capacidad de inhibir la fosfolipasa AZ2.
Ninguna de estas funciones han sido totalmente aclarada y la Unica actividad que ha sido
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demostrada despues de su purificacion in vifro { UTG recombinante), es su habilidad selectiva para
unirse a progestinas(Beato & Beier, 1975} y a los metabolitos metil/sulfonil del bifenil policlorinados
(PCB}{Lund.1985}.

Esta uteroglobina recombinante, expresada en E.Coli es capaz de formar dimeros y unirse con alta
afinidad a la molecula de progesterona (Peter.Beato & Suske, 1989, lo cual demuestra que la alta
afinidad de este ligando es una propiedad infinseca de la molécula de uteroglobina. Hasta ahora
no se conoce si su afinidad por este esteroide esta relacionada con su papel fisiologico.

Los resultados de los estudios de mutagénesis dirigida muestran que existen dos sitios de interaccion
directa enire la molécula de progesterona y la de uteroglobina a fraves de fos grupos carbonilo (C,
y C. ) conlos grupos OH de la tirosina 21 y de la freonina 60, respectivamente (Werner, 1991).

La uteroglobina interactia con ia progesterona (P} con una constante de disociacion de 4 x 107
M, se une pobremente a las progestinas sintéticas como R-5020, noretisterona, acetato de
clormadinona y no muestra ninguna afinidad por los estrogenos naturales {Atger, 1980}, A pesar de
que la afinidad por esta proteina es relativamente baja si se le compara con la afinidad por el
receptor intfracelular de progesterona, la unién UTG-P, es bloldgicamente relevante.

Durante el embarazo temprano en la coneja, la progesterona se acumula en el lumen uterino,
coincidiendo con la secrecion de uteroglobina, por lo cual se forman abundantes complejos UTG-
P, (Bochkanl, 1981).

Algunos estudios bioquimicos e histoquimicos utilizando uteroglobina y/o progesterona marcada
radiactivamente han demostrado que ambas moléculas son captadas por las células epiteliales en
el Ulero {Bochkani, 1984,1988). En tanto que la progesterona es metabolizada en pocos minutaos, la
uteroglobina se mantiene inmunoldgicamente estable por periodos largos y preserva su capacidad
de unidn a la progesterona. Persiste como la Onica proteina de unidn en el periddo pre-implantacién
ya que el receptor infracelular de progesterona desaparece del endometrio en los primeros dias
de la gestacion (Bochkanl, 1988). -

Los resultados de estudios en varias especies sugieren que la composicion de las secreciones
endomefriales al lumen uterino varia en forma temporal durante las diferentes fases del ciclo esiral
y esto depende de la relacion esirdgeno/progesterona en el suero. La uteroglobina representa el
40% del total de las proteinas secretadas al lumen uterino del conejo en el embarazo temprano,
alcanzando su méxima concentracion en el quinto dia de la gestacidén y disminuyendo a
concentraciones no detectables 5 dias después de que ha ocurrido la implantacion del biastocisto
en el septimo dia {Krishnam, 1947; Beler, 1968; Olly Janne, 1983; Gutiérez-Sagal, 1993). Estos hallazgos
fueron recientemente apoyados por el estudio de Krusche & Beier.(1993) relacionade a la
locdlizacién y distribucion de ia uteroglobina y de su ARN mensajero en el tefido endometrial en el
embarazo temprano en el conejo utilizando técnicas de hibridizacién in situ no radiactiva. Krusche
& Beler demostraron que la localizacion de la uteroglobina estd confinada al epitelio de la mucosa
del oviducto y del endometrio. | -

En el oviducto, el contenido de ARN mensajero de uterogleobina estd presente en forma constate
durante todo el embarazo temprano {dia 0 p.c - 10 p.c ), en tanto que existe una fluctuacion
importante en la superficlie epitelial del endometrio proliferativo. En el dia 2 poscolto (p.c) toda la
superficie epitelial del endometrio inicia ia expresion del gen de uterogiobina, incrementdndose
hasta el dig 5 donde las concenfraciones de expresidon son los mas altos, para disminulr
paulatinamente en el sexfo dia . Siete dias poscoito , cuando la Implantacidon del blastocisto se
leva a cabo, la expresidn del gen de uteroglobina desaparece en esta zona.

Cuando el embarazo estd establecido (dia 10 p.c), el contenido de ARNm de uteroglobina
desaparece por completo tanto en el epitelio grandular como en la superficle. Sus resultados
fueron corroborados por andlisis de Northern blot midiendo expresion cuantitativa del mensajero.
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En el endometrio de la coneja se ha demostrado que el contenido de uieroglobina y de su RNAmM

son regulados por hormonas esteroides sexuales { progesterona y estrogeno); mientras que los

mecanimos que reguian la expresion constitutiva de la uteroglobina y de su ARNm en el oviducto
no han sido claramente establecidos.

Estas observaciones aunadas al hallazgo de que la uteroglobina esta presente dentro del blastocisto
(Beier, 1968, Krishnan, 1967) ha sugerido que esta proteina pudiera estar ejerciendo un efecto
fislologico importante en el proceso reproductivo. Arthur, {1972} y Loosfelt.{1981) han sugerido un
efecto de uteroglobina sobre la implantacién del blastocisto. Se sabe que el blastocisto presenta
un retraso dentro del lumen uterino durante el proceso de la implantacion, tiempo en donde la
uteroglobina estaria actuande como un modulador de ia actividad de progesterona y/o de!
fransporte dentro del blastocisto (Rudolf. 1988). Por otro lado, para que el embarazo se mantenga
es hecesario una concentracién alta de progesterona en el sitio de implantacion , pero a éstas
concentraciones , la progesterona causa efectos nocivos para el propio blastocisto. La capacidad
de unién de la UTG a su propio regulador ha sugerido que esta proteina puede estar funcionando
como un secuesirador de la progesterona presente en el lumen uterino, impidiendo su transporte
al interior del blastocisto.

Existe la hipdtesis que sugiere que una de las funciones de la uteroglobina pueda ser la proteccion
del embridn contra la respuesta inmune de la madre y el proceso inflamatorio presente durante la
implantaclén (Siistery, 1977; Mukherjee, 1982). Existen evidencias de una alta homologia en la
secuencia de UTG con los Inhibidores de la fosfolipasa A,, los cuales estan altamente involucrada
en los procesos anti-inflamatorios ( Miele, 1988). Algunos ofros mecanismos propuestos para explicar
esta accion van desde la inhibicién de las proteasas hasta la interaccion con antigenos de
superficle (histocompatibilidad) del blastocisio para prevenir el rechazo por los linfocitos
maternos{Arthur, 1972;:Miele, 1988).

Independienternente de su papel fisioidgico, ia uteroglobina ha sido ampliamente utilizada como
marcador de respuesta hormonal en células epitellales de los mamiferos. La induccion de Ia
expresion del gen de uteroglobina estd documentado para células epiteliales del endometrio de
la coneja después de la administracion de estrégenos, pero su mdaxima induccidn requiere ademas
la administracién de progesterona.

La inducclon de UTG por ambas hormenas esteroides se lleva a cabo a nivel de la trascripcidn de
sU propio gen , sin embargo no se puede exclulr un efecto sobre la establlidad de su RNA
mensajero. En el pulmon, la produccion de uteroglobina es también regulada por hormonas ;
siendo la hidrocortisona su inductor, pero sus efectos son menos dramaticos que los observados en
el Utero con progesterona. La expresion de UTG en Ia linea célular Clara del pulmon de rata es
mayor en ausencia de glucocorticoides. También existen evidencias que en el fracto genital
masculino su expresion es dependiente principaimente de andrégenos.

Gen de la uteroglobina

Los estudios de caracterizacidn del gen de uteroglobina indican que consta de 3 exones y dos
infrones, Ia regidn codante fiene 465 nucledtidos vy los infrones son de 2270 y 332 nucledtidos,
respectivamente y presenta una region TATA Box con una sustitucién de una citocina por una
timina, es decir TACA(Bailly, 1983.)

La regidn del promotor del gen de uteroglobina se extiende de - 395 a +14 y contlene los elementos
regulatorios involucrados en su actividad especifica para cada tejido. El premoftor dirige Ia
tfranscripcion de un gen reportero frasfetado a células epiteliales endometriales {Ishikawa} y del
pulmon (NCI-H441); pero no en fibroblastos, lo cual correlaciona muy bien con la situacion in vivo,
en donde la uteroglobina se expresa exclusivamente en células epitellales (Misseyanni, 1991),
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El gen de UTG contiene ademds ofras secuencias enire ias posiciones -2.5 Kb y -3.7 Kb, donde se har
identificado sitios de hipersensibilidad a la DNAsa en el endomeirio despues de la estimulacion
hormonal(Janzen, 1987) invalucradas en la induccidn de la transcripcion.
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Figura 2 Estructura del gen de uteroglobina

El andlisis de mutaciones utilizando “Linker scanning” han mostrado la existencia de 7 regiones
diferentes denfro de este promotor que son sensibles a mutaciones( armiba de -270), que reducen
la actividad del promotor de UTG. Los experimentos " DNAse | footprinting", utilizando exiractos
nucleares de celulas endometriales (ishikawa) demuestran que todas estas regiones estan
. protegidas por proteinas nucleares (Misseyanni, 1991),

Recientemente se han identificado y clonado dos proteinas que se unen a la “caja” GT (GT box),
relaclonadas con la familia de los factores de franscripcion SP1, a pesar de que este promotor no
es rico ensitios Gy C (Hagen, 1992).

Ofro elemento Importante dentro de este promotor es la regidn "TATA-box motif* [TACA). Una
secuenclano candnica que parece reducir ia expresion de la uteroglobina en las células que no
expresan el "TATA core factor' (TCF). Este factor y el TATA palindrome Factor (TPF) son dos distintos
factores que se unen a laregion del TATA-box del gen de uterogiobina y que son muy importantes
para la franscripcion. Se ha demostrado que el TCF es exprescado en forma especifica en las lineas
celulares derlvadas de tejidos que sintetizan uteroglobina (Jérg K y Cols, 1994),

A pesar de que se ha informado que la proteina de unidn a la regién del TATA-box (TBP/TFID) es
capaz de unirse a secuencias no candnicas del TATA-box, las evidencias apuntan a un deébil
reconocimiento para esta proteina. Por lo que, este promotor esta relacionado a una subclase de
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promotores noricos en GC vy | TATA-less promoters’) v promotores sin TATA |, los cuales son regulados
durante el desarrollo o diferenciacion e inician la transcripciaon en un sitio especial (Smale, 1989).

Los experimentos de franscripcion in vitro v de hibridacion moelecular han demosirado que la
expresion del gen para esta proteina estd regulada principalmente por progesterona {Heins, 1981),
sin embargo el estradiol tambien es capaz de inducir la sintesis de uteroglobina y su ARN mensajero
{Loosfelt, 1981; Michel, 1985). Este efecto hormonal estd probablemente mediado a través de la
interaccion de los receptores hormonales con alguna(s) secuencias localizadas en la regién de
regulacion anterior al sifio de iniciacion de la ranscripcion en el extremo 5' del gen de uteroglobina.

El analisis de hipersensibilidad a la ADNasa y los resultados de estudios de unidn al receptor han
demostrado que existen secuencias de nucledtidos conocidos como elementos de respuesta a la
hormona { Hormone Response Elements) especificos para progesterona (PRE) y glucocorticoides
(GRE) localizados aproximadamente a 2.6 kilobases (Kb) del sitio de inicio de la transcripcidn (Cato,
1984; Jantzen, 1987). Ademdads se ha demostrado que dentro de laregion del promotor del gen de
uterogiobina se localizan elementos de respuesta a estrégenos (ERE) enfre los nucledtidos -265 y -252
los cuales muestran una gran homologia con las secuencias de los ERE del gen de la Vitelogenina
(Nishida, 1985; Lopez de Haro, 1990).

Los estudios de fransfeccion y de unidn al DNA con estos fragmentos han revelado que el receptor
de estrogenos se unen en forma especifica a estos elementos y que funcionan como mediadores
de la induccion del promotoer de uteroglobina (Slater, 1990},

Las progestinas sintéticas regulan en forma especifica la sintesis de vteroglobina en el endometrio
de la coneja (Arthur, 1974; Isomma, 1981; Cerbon 1990). Estudios previos en nuestro iaboratorio,
utilizando el modelo de expresion del gen de uteroglobina en conejas prepuberes han demostrado
que lareduccién de norefisterona a su metabolito 5a-NET disminuye su capacidad progestacional
en varias especies de mamiferos (Bullock. 1977; Larea, 1984).

La disminucion en la actividad progestacional de la §a NET no solo fue demostrada en términos de
la sintesis de uteroglobing, sino fambién se fe encontrd relacionado a la disminucidn significativa
en el contenido endometrial del ARN mensajero especifico para esta proteina, sugiiendo que este
efecto esta mediado a nivel franscripcional o postranscripcional (Cerbdn, 1990 ). Ademds, se
observd que este metabolito reducido de la NET posee un efecto anti-progestacional, el cual
persiste cuando esta molécula es reducida a su posicion 38 . La potencia antiprogestacional de
estos dos metabolitos de la NET se demostrd cuando fueron administrados junto con dosis iguales
de progesterona en la coneja prepuber (Cerbon, 1991).

Reel y cols demosiraron en 1979 que la S50-NET posee efectos anti-implantacion, a través de la
inhibicion de ia gestacidn en ratas y en la intemupcidon de ia gestacidon durante el periodo
posnidacién en el hamster.

A pesar de que el mecanismo de accidén aun no es claro, se ha sugerido que pudiera fratarse de
un efecto estrogeénico, pero aun esta propuesta no ha sido claramente entendida. Por lo anterior
y en base a que la expresion del gen de uterogiobina es inducida por ia progesterona natural y
poco por los metabalitos Sa-NET y 3B5Q-NET, nosotros consideramos necesario el evaluar el probable
efecto de estos compuestos sobre el proceso de la gestacion e implantacion.

PROGESTINAS

Las progestinas sintéticas son esteroides que de acuerdo a su estructura quimica se han clasificado
en dos grandes ' grupos: las derivadas de la 17a-OH- progesterona { vrg. acetato de
medroxiprogesterona) y de la 19-nor-testosterona como la Noretisterona y el Levonorgestrel, De éste

b4
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ultimo grupo, la Noretisterona (NET) es usada en México en forma de pastillas, inyectables de larga
accidn, dispositivos infrauterinos, anillos vaginales e implantes subdérmicos.

a) Noretisterona y sus metabolitos.

La noretisterona ( 17a-etinil-17B8-hidroxi-4-estene-3-ona ) (Fig 3} posee aclividad progestacional y
tiene la capacidad de inhibir la ovulacidn a fraves de ta supresion de la liberacion de las
gonadotropinas hipofisiarias (Perez-Palacios y cols, 1981 ay b ). Este efecto antigonadotropico esta
ampliamente documentado para la progesterona natural via el receptor de progesterona. La NET
utiliza este mismo mecanismo; sin embargo en circunstancias fisioldgicas ¢ experimentales no
necesariamente actua via este receptor para ejercer su actividad, sugiriendo con esto que existen
ofro(s} mecanismo(s) de accidn de este compuesto a fravés de su bioconversidon metabdlica.

Existen evidencias que sugieren que esta progestina pudiera estar utilizando el receptor de
estrégenos para ejercer su accion, enire las cuales se encuentran los estudios de

Figura 3 Biolransformacidn de noretistercna

esteroespecificidad realizados por Chavez y Cols {1985}, quienes demaostraron que la noretisterona

10
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fué incapaz de unirse al receptor de estrogenos en la rata castrada, sin embargo, el metabolito
3B5ax-NET, adquiere una gran capacidad para interactuar con esie receptor con una alta afinidad
en el tejido hipofisiario. Asi mismo se demosird que NET y ofro de sus metabolitos( S5a-NET) presentan
una gran capacidad para unirse al receptor de progesterona, pero con afinidades diferentes de
(1.9x 10°My 1.0 x 10®% respectivamente); en tanto que fueron incapaces de unirse con elreceptor
de estrogenocs. Por Ultimo estos autores cdemostraron que 5&-NET, pero no el 3B5a-NET es un
competidor por el receptor de andrégenos,

Estos resultados sugieren que la noretisterona después de su administracion sufre modificaciones
estructurales a nivel de su anillo A orienta su unidn especifica con ofros receptores infracelulares
diferentes al de progesterona en el érgano blanco y por consiguiente modifica la expresion de su
actividad biologica.

b) Antiprogestinas

La importante dependencia por progesterona en el mantenimiento de la gestaciéon durante el
periodo periimplantacién, ha servido como base para el desarolio de nuevos compuestos sintéticos
con actividad antiprogestacional, capaces de interferir con la accién de esta hormona en 1os
drganos blanco progesterona dependientes a diferentes niveles. A estos compuestos se les ha
denominado genéricamente como antiprogestinas.

La molécula de RU-486 (Mifeprestona) es considerada como  antiprogestina fipica que a diferencia
de la estructura de la progesterona, presenta un grupo a-fenil-amino adicional en C11 del anilio C
(Teutsch, 1985), el cual le conflere la caracteristica de unirse al recepior de progesterona (PR) con
una afinidad mayor que la propia hormona natural {Philibert, 1984; Moguilewsky & Philibert, 1985;
Gravanis, 1985, Hurd & Moudgli, 1988). Tiene una vida media de aproximadamente 20 horas vy
bloquea la accién de la progesterona mediante la unién al receptor para este esteroide (Baulieu,
1989, 1991). Presenta ademas, efectos agonistas cuando es adminisfrado a animales castrados o
a mujeres posmenopausicas (Gravanis, 1985; Koering, 1986); pero su accidn es de menor potencia
cuando se compard con su actividad antiprogestacional.

El RU-484 es utllizado en algunos programas de planificacidon famillar en paises como Franciaq,
Inglaterra, como anticonceptivo poscoital, en abortos terapéuticos y en la prevencién y/o
fratamiento de algunas enfermedades dependientes de esteroides sexuales (Baulileu and Segal,
1985; Baulieu, 1989,1990).

En laconeja prepuber, Rauch & Milgrom (1985) demostraron que el RU-486 ejerce un afecto
antiprogestacionail, ya que Inhibid ia sintesis de uteroglobinag y su RNA mensajero en el endometrio,
después de cinco dias de administracion de este compuesto. Con las dosis inhibitorias, el RU-486 no
ejercid efectos agonistas sobre la induccion del ARNm por progesterona. Estos hallazgos fueron
corroborados posteriormente en nuestre laboratorio, mediante que la adminisiracion a una dosis de
1 mg/Kg de peso de RU-486, la cual mostro actividad anti-hormonal y antiprogestacional cuando
fué administrado en forma conjunta con la progesterona a dosis similares, adiclonalmente se
observd que este compuesto ejerce su accidn a nivel franscripcional y postranscripcional del gen
de UTG (Cerbdn, 1991).

A pesar de'que no se conoce con precisidn el mecanismo de accidn del RU-486; se ha sugerido
que este compuesto puede interactuar con el sitio de union del ligando del receptor de
progesterona, cambiando su conformacion y generando complejos RU-486-RP "inactivos”, diferentes
a los Progesterona - RP, activos.

A este respecto, Meyer (1990} demostro que si ambas formas, Ay B del receptor de progesterona,

s& unen a un mismo agonista & antagonista (RU-486) forman un heterodimero activo; pero, sila
forma A se une a uh agonista yia B al antagonista (RU486), entonces el heterodimero, adquirie una

1
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conformacion “anormal” e "inactiva” que puede interferir con la interaccion de alguno(s) factor{es)
de franscripciaon, necesarios para la expresion génica.

Ofro de los mecanismos de accidn propuestos para el RU-486, es la estabilizacion de la interaccion
entre la "heat shock protein{ hsp90) con el receptor de progesterona, facilitado por el RU-486, lo
cual evita la union del complejo antlhormona-receptor al sitio de union del DMA. Se sabe que la
hsp?0 debe de estar separada del receptor de progesterona para que el complejo hormona-
rceptor se pueda unir a tos elementos de respuesta especificos ubicados en el DNA (Baulieu, 1991),

Ofra posible explicacion para os efectos antagonistas del RU-486 es a fravés de su accidn sobre la
concentracion del receptor de progesterona. Se ha demostrado que en muchos mamiferos, las
progestinas ejercen un efecto de reguiacion a la baja sobre el numero de moléculas y la actividad
del receptor de progesterona, lo que estaria sugiriendo el efecto sobre la sintesis este receptor:; enl
caso de RU-486, se sabe que puede antagonizar la regulacion a la baja producida por las
progestinas, pero su mecanismo no se conoce (Baulieu, 1991).

Factor de embarazo

Uno de los campos de interés en el drea de la fertilizacion in vitro ha sido entender el mecanismofs)
que permitan el reconocimiento materno temprano del embarazo. El entendimiento de tales
eventos es importante debido a que puede conducir al desarrolio de nuevos metodos para seguir
la viabilidad embrionaria durante el periodo preimplantacion, asi como el potencial para disenar
nuevos metodos de anticoncepcion.

Sin embargo, solo se conocen dos fendmenos indicadores de viabilidad fetal. El primero de ellos,
liene el potenclal para el desarrollo de métodos que permiten monitorear el proceso de la
fertilizacion y ia viabilidad del huevo hasta el momento de ia implantacion, por medio del andlisis
de una senal temprana de origen embrionario, concide como "Facter del Zigoto" (Cavanagh, 1982).
Este Factor del Zigoto induce la expresidn vy la actividad del factor de embarazo temprano (EPF)
presente en el suero materno durante el periodo preimplantacion {(Morton y cols., 1980). Dicha
aclividad puede ser cuantificada en el suero materno por medio de la "prueba de la Inhiblcién de

‘rosetas" {Morton y cols,, 1984). Ei fundamento de esta prueba se basa en el siguiente hecho:

cuando linfocitos son expuestos a la presencia de eritrocitos heterdlogos en presencia de
complemento, una subpoblacion de linfocitos se une a los erifrocitos para formar rosetas. La
formacion de estas rosetas puede ser inhiblda de una manera dosis dependiente por el fratamiento
previo de los linfocitos con suero anti-linfocitico (ALS), por lo que para cierta dilucion de ALS, un titulo
de Inhibicién de rosetas puede ser definido (Bach & Antfonie., 1968; Morton y cols., 1975).

Esta demosirado que cuando los linfocitos son previamente Incubados en suero de mujeres
embarazadas, existe un incremento en el titulo de la inhibicion de rosetas, y es precisamente este
incremento lo que se define come la actividad del factcr de embarazo temprano {Morton y cols.,
1976; Clarke & Wilson 1982). De esta forma, la actividad del factor de embarazo temprano puede
ser medida a horas de haber ocurrido {a fertilizacion y cuando menos durante las dos terceras
partes del periodo de gestacidn {Morton y cols, 1976; 1980).

12
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

La uteroglobina sintetizada por las células del endometrio en el conejo es un marcador biogimico
para estudiar los mecanismos de accidon hormonal (Savouret y cols, 1983 ). Su sintesis en el
endometrio de la coneja es altamente dependiente de las concentraciones de progesterona, tiene
una gran capacidad para interactuar en forma especifica con este esteroide. Esta proteina es
considerada como un agente protector del embridn, contra algunos procesos inmunes que se
activan en el periodo alrededor de la implantacidn y es considerada como el trasportador de
progesterona al lumeén uterino.

El andlisis de la sintesis de uterogobina y la expresidn de su ARN mensajero, utilizada por Savouret
y colaboradores (1980) para medir la actividad anti-progestacional y contragestacional del RU-486
en conejas gestantes permitid el avance en el estudio del mecanismo de accidn de algunos
agentes reguladores de o fertilidad. Sin emkargo, este modelo no ha sido utlizado para Ia
evaluacion de los efectos de Noretisterona. A pesar de que a principlos de esta década se
demostrd el efecto anti-implantacion de 5a-NET en la rata, no existen ofros estudios subsecuentes
de caracter confirmatorio, ni fampoco se determind su mecanismo de accidén a nivel celular y
molecular, |

Algunos de hallazgos recientes de este laboratorio muesiran que la molécula de Sa-NET posee una
actividad antiprogestacional en la coneja prepuber, mostrada por una inhibicién en la
concentracion de uteroglobina y su RNAmM en el el fluido v tejido uterino. Por lo cual se considerd
conveniente examinar los efectos de la administraciéon de noretisterona y dos de sus metabolitos a
conegjas adultas en el embarazo temprano. :

La relevancia de este estudio reside en la contribucién al conocimiento en el mecanismo de

acclén de las progestinas sintéticas, ampliamente utilizadas como anticonceptivos poscoito, que
permita el disefio de nuevas alternativas en la regulacion de la fertilidad y fecundidad.
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HIPOTESIS

Dos productos de conversion metabdlica de Noretisterona:  5adihidro-
noretisterona (5a-NET) y el 3BSatetrahidro-noretisterona (3B5a-NET) poseen
actividad anti-progestacional y estrogeénica, respectivamente. £n estudios previos
hemos demostrado que estos compuestos sintéticos, a diferencia del compuesto
original {NET}, reducen la sintesis de utercglobina por las células endometriales
e inhiben la expresién de! gen de uteroglobina dependiente de progesterona en
la coneja prepuber. Por lo que resulta interesante evaluar el efecto de estos
metabolltos reducidos en su anillo A sobre el proceso de implantacién en la
coneja gestante,

Nuestra hipdtesis es que la Noretisterora, a través de su bioconversion a S5a-NET y
al 3B5a-NET, puede actuar como inhibidor del proceso de implantacion del
blastociste en el embarazo temprano de la coneja, bloqueando la accldon de
la progesterona sobre la expresion del gen de uteroglobina & por otros
mecanismos alternocs.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente estudio es el demostrar el efecto antiprogestacional y
contragestacional de Noretisterona, utilizando la uterogiobina endomertrial del
conejo como un marcador molecular y establecer si esta accidn antihormonal
se efectua a nivel frascripcional o postranscripcional.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de Noretisterona y dos de sus metabolitos reducidos,
administrados a conejas adultas apareadas, establecer la dosis efectiva vy
comparar su potencia con dosis idénticas de la antiprogestina sintética RU-486.
La fertilizacién en los animales del grupo experimental se establecerdn mediante
la cuantificacion del factor de embarazo temprano.

2. Evaluar la actividad de estos compuestos sintéticos a fraves de su efecto sobre
la conceniracién de uteroglobina en el fluido uterino y el contenido de su ARNmM
en el endometrio.

3. Establecer si el efecto de NET se debe a una capacidad antfihormonal
infrinseca de la moleécula 6 esta mediado por su fransformacion a 5a ¢ 385,

15
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MATERIAL Y METODOS

Esteroides

Noretisterona (NET) fue generosamente proporcionada por Schering Mexicana, S.A. El proceso
gimico de reduccion este compuesto, a sus metabolitos, fué realizado por el Dr. Gustavo Garcia
de la Mora y colaboradores, en ia Facultad de Quimica de la UNAM. La sintesis del metabolito Sa-
dihidro noretisterona (Sa-NET) se realizé mediante la reduccidon con liflo-amonidco por un
procedimiento similar al descrito por Bowers, 1958; mientras que el derivado 385a- tetrahidro
noretisterona (3B5a-NET) se sintetizd a partir del S&X-NET mediante la reduccién con borohidruro . La
pureza quimica de estos compuestos se establecid por sus propiedades fisicas descritas y sus
propledades espectroscopicas. El 178-estradiol se adquirid de {os laboratorios Steraloids (Pauling,
NY) y la antiprogestina sintética RU-486 (Mefiprestone) fué donada por los laboratorios Roussel Unclaf
(Francia). Todos los esteroldes se adminisiraron por via subcutaneaq, utilizando el propilenglicol (FPG)
como vehiculo.

Material radiactivo.

El material radiactivo, [a-*P) dCTP | AE: 3,000 Ci/mmoi ) y ' {AE: 16.4 mCi/ug) fueron utilizados para
la elaboracion de sondas de ADN y el marcaje de uteroglobina, respectivamente. Ambos fueron
adqulridos a Amersham international (Inglaterq). La actividad especifica de las sondas se midid con
el espectrofoidmetro de centelleo liquido, Packard Tri-Carb, modelo 2660, utilizando Instagel
{Packard, Downers Grove, IL) como solucidon de conteo, y un contador Packard auto gamma 500
para la cuantificaciéon del 1"

Unidad de estudio

El estudio se realizd en conejas adultas New Zeland de 3.5 a 4.5 Kilogramos de peso corporal,
mantenidas en jaulas individuales un mes antes de ser incluidas en el estudio, con el objetivo de
descartar un posible estado de gravidez. Las conejas fueron apareadas (dia 0) con machos cuya
fertitidad habia sido probada con anterioridad, asegurdndose de que la monta se efectuara, vy
dejando Juntos a los animales durante toda la noche. Al dia siguiente (dia 1), se tomd una muesira
de sangre de la arteria marginal con el fin de evaluar si habia ocurrido la fertilizacién, medlante el
andalisis de inhibicidn de rosetas (ver métodos).

Dos muesiras adlcionales se tomaron en los dias 3y 7 de la gestacion para la misma prueba. Todos
los fratamientos con los esteroldes fueron iniciados a las 24 hs del apareamiento y se continuaron
durante siete dias consecutivos. Los esquemas de tratamiento para cada esteroide se muestran en
la tabla 1. Un grupo de conejas gestantes que solo recibleron 500 ul del vehiculo, se tomaron como
confrol poslitivo en el séptimo dia de gestacion.

Un dia después de que la Ultima dosis de esteroide, los animales se sacrificaron por dislocacién
cervical, se diseco el Utero completo y se coloc sobre una base fria durante su manipulacion, Las
muestras de fluido uterino fueron obtenidas por medio de un lavado con 500pl de solucidn salina
(0.15 M de NaCl) para cada cuerno uterino. La muesira se cenfrifugd a 5,000 rpm durante § min para
eliminar el contaminante de sangre y posteriormente se almacenaron a -70°C hasta su uso. Unde
los cuernos uterinos fué rapidamente congelado con una mezcla de hielo seco y acetona y
almacenado a -70°C. Esla muestra se uso para la exiraccion del ARNm y el andlisis de Northern Blot.
El ofro cuerno'se fijé en una solucién de paraformaldehido para su utilizacion posterior en los estudios
histologicos e Inmunohistoquimicos.

Ensayo de Inhibicion de rosetas (RIT)

14
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Esta técnica se estandarizd previamente en nuestro laboratorio con algunas modificaciones. El
procedimiento inciuye varias etapas, que cuales se describen a continuacion:

a) Preparacion de células del bazo de ratén.

Se utilizaron ratones machos BALB/C de 5 semanas de edad, se sacrificaron con una guillotina y se
diseco el bazo por medio de una incisién para-medio dorsal. £l tejido se colocd en 2 ml de solucidn
balanceada de sales de Hanks {HBSS). Las células se disgregaron y homogeneizaron en forma
mecdanica. Posteriormente se cenfrifugaron a 10,000 rem por 5 minutos vy la pastilia se resuspendio
en 2 mi de una solucién de lisis { 0.2M Tris-HCI pH 7.2 1:9 NH,Cl 0.15 M ) para eliminar el
contaminante de células rojas, y se incubd 5 min @ 37° C, se cenfrifugdndose 1,000 rpm. Finalmente
la pastilla de células linfociticas se ajustd a una concentracidn final de 15 x 10°¢ células/ml.

b) Incubacion de los linfocitos sueros problema.

Se tomaron 300 i de células por andlisis y se depositaron en diferentes tubos, se centrifugaron a
2,000 rem por 5 min, y la pastilla se resuspendio en 98 u de PBS 0.1 M. Posteriormente se afiadieron
2ul del suero problema a diferentes diluciones ( 10?108, 10, 10® en PBS/BSA 0.02 % ) Y se incubaron
durante 30 min a 37°C.

c) Incubacion con suero antilinfocitico en presencia del complemento

Una vez conclulda la incubacién, se centrifugo y la pastilla fue nuevamente resuspendida en 500
i de HBSS. Se tomaron 50 pl de la suspension celulary 25 ul de complemento humano diluido (1:90)
y se adiclonaron a otros tubos conteniendo el anticuerpo monocional Anti- 73 (CD3) de ratdn en
diferentes diluciones, y se incubd a 37°C por 80 min. Este anticuerpo fue probado y estandarizado
para este ensayo antes de su uso, enconfrdndose que podia ser ulilizado en sustitucién del suero
anti-linfocitico que describe en la técnica original.

d) Formacién y cuantificacion de rosetas.

Este adlisis se hizo con un homogenado de erifrocitos cuya concentracidn final fué de 108 células/ml,
el cual se obtuvo de una muestra de sangre donada por un vardn. Después de la Ultima
incubacion, a cada tubo se le agregaron 100 pl de células rojas, se centrifugd a 500 rpm por 5
minutos para asegurar el contacto de los linfocitos con las células rojas. Posteriormente se
resuspendid el pellet con agitacién suave y se hizo el conteo de rosetas con una cdmara de
Neubauer. En todos los casos, el titulo de inhibicldn de rosetas se registré como la dilucidn mas alta
del anticuerpo en la cuai el nUmero de rosetas formadas fué menor del 75 % del registrado en los
tubos confrol, en gusencia del anticuerpo.

Conrespecto ala sensibilidad de esta prueba,la tabla § nos muestra los valores de RIT obtenidos en

muestras de 2 microlitros de suero tomado el dia 1 de animales gestantes y tratados, diluidos 107,
10410 y 10® veces. Aqui podemos observar que el suero de la coneja gestante did fitulos positivos
desde una dilucién 10%, |

La fitulacion maxima observada fue de 28 a una dilucidn de 107 . Estos resultados son similares a los

previamente demostrados por Qrozco y cols (Figura 4). Asi mismo, en en la grafica 1a se puede
observar un indice de titulacion de 12 para los sueros de los animales tratados.
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Tabla | Resuitados de la estandarizacién del método de andlisis d
Mol. Reprod. & Develop. 40:157( 1995)

Dia7

12

e inhibiclén de rosetas ( RIT).

UNAM, 1994
Tratamiento Muestra " Diluciones del suero |
RIT

107 10% 10° 10° |

| | |

Controles | |

No apareadas o 12 12 - - |
Apareadas Dia 1 28 28 28 12

= | ~ Dia4 28 28 28 12

; : ‘ - Dia7 28 28 28 12 |

Con tratamiento - | |
NETemarkal - Dia 1 28 28 20 12
. Dia 4 12 120 - -

Dia 7 1212 - -

_ | | |

- 50t-NET!!molkal Dic 1 28 28 200 12 |
: | Dia4 12 12 - -

| : Dia 7 1212 - -
it 38501(!matkal ~Dla1 28 28 24 12

 Dia4 12, 12 - - |

| . Dla7 12 12 -~
RU-486/1mo/ka S Dial 28 28 20 12
Dia 4 12 12 - -
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10'? 10°% 1077 10 105 104 1073 1672 107t 0@ 0!
Cerum Dilution

Flgura 4litulos de inhibicion de la formacion de rosetas obtenido por Qrozco y cols [1986).

Radioinmunoandlisis para uteroglobina (UTG)

Con el fin de conocer el contenido de uterogiobina presente en el lumen uterino tanto en los grupos
confirol, como en los que recibieron fratamiento, las muestras de fluido uterino fueron analizadas a
través del radioinmunoensayo de doble anticuerpo, especifico para esta proteing, previamente
descrito por Mayol y Longeneker (1974}, y estandarizado en nuestro laboratorio {Cerbon & Pasapera,
1990}. La uteroglobina pura fué donada por el Or. Beato (Alemania) y el marcaje con 'l se hizo en
el laboratorio mediante ia utilizacidn de lactoperoxidasa vy el suero de conejo antl-cabra se utilizd
como segundo anticuerpo. El primer antficuerpo (suero de cabra anti-UTG) fue también donado por
el grupo del Dr, Beato. La sensibilidad del radioinmunoandiisis fué de 0.5 ng/ml, en tanto que los
coeflcientes de variacion intra e inter ensayo fueron de orden del 10% vy 12 %, respectivamente.

Los resultados del contenido de uteroglobina, estdn expresados en pg de UTG por miligramos de

proteinas. La cuantificacion de proteinas totales presentes en los fluidos se hizo con la técnica de
Bradford (1976), utilizando albumina de suero bovino como estandar.
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——

Andalisis de Northern Blot.

a) Extraccion del ARN total.

La obtencion de ARN total a partir del Utero tolal se llevo a cabo por el método descrito por
Cathala, el cual involucra la homogeneizacion del tejido en un buffer de lisis [5M iso-tiosianato de
guaniding, 10 mM EDTA, 50mM Tris-HCI, pH 7.5 y 8% de B-mercapto etanol (v/v)]. la precipitacion del
ARN con cloruro de Litlo 4 M y una extraccidn con fenol equilibrado con 50 TmM EDTA/ 50 mM Tris-
HCI pH 7.5, Este método ha demostrado ser efectivo para la obtencidn de muesiras de ARN con jas
cuales se pueden analizar moléculas de ARNm y algunos precursores de ARNm por arriba de 10 Kb.
Las muestras de ARN asi obtenidas se separaron en sus diferentes tamafios a fraveés de su migracion
en geles desnaturantes de agarosa 1.1% , 6 % de formaldehido y un amortiguador {10 mM Hepes/
I M EDTA) durante 3 hs a 100 volts. Posteriormente el gel se tind con Bromuro de efidio { 0.5 ug/ml)
durante 15-30 minutos para su observacion en una camara de UV.

b) Transterencia dei ARN a membranas de nylon-nitroceiulosa.

Para la transferencla de los ARN's se usaron los geles que no fueron tefiidos previamente con
bromuro de etidio, con el fin de evitar la transferencia inadecuada por el bromuro de etidio. La
transferencia se hizo a membranas de nylon-nitroceluiosa { GeneScreen, New England Nuclear.
Boston, MS ) por elusion capilar, utilizando el método descrito por Thomas y cols (1980}, el cual se
leva acaboen 16 hs, en presencia de SSC 10 x. Una vez terminada la fransferencia, las membranas
fueron lavadas con SSC 2x y posteriormente dejaron @ 80°C , 2 hs en un horno de vacio.

c) Prehibridacion e hibridacion del ARNm

Las membranas se incubaron 3hs en una solucion amortiguadora de prehibridacion (Formamida
50%, Denhari's 4x, SSC 2x, SDS 1% , fosfatos 120 mM pH 6,8 y 10ug/mi de DNA de esperma de salmédn),
a 42°C en un bano y con agitacion suave. Posteriormente la mitad del volumen de esta solucion se
descartd y se adiciond en cada caso la sonda especifica para ARNm-UTG o histona H4.

Las membranas se hibridaron 24 hs a 42°C . Posteriorment, la sonda de and se elimind y las
membranas se lavaron dos veces con SSC 2x durante 15 min a temperatura amblente y dos veces
adiclonales con una solucidn de mayer astringencia { SSC 0.1 x, SDS 1 % ) a 50°C en periodos de 30
minutos cada uno, y fueron expuestas a una placa X-OMAT-AR radiosensibles (Eastman Kodak, NY]).

El ragmento de cDNA de uteroglobina se obtuvo de un pldsmido recombinante (pUG12) el cual
tlene un sitio de restriccldn Pst-1 . El ¢cDNA de la histona h4 estaba insertado en el pldsmido pBR322
con un sitio Hind-ll. Los plasmidos fueron cortados con su enzima especifica Jlos fragmentos

purificados y electroeluidos a partir de geles de agarosa | % en TBE 0.5x y marcados con [x-*P]
dCTP por el método de random primer (AE: 1-2 x 10 cpm/y).

Analisis estadistico

La s diferencias entre grupos fueron evaluados por el andlisis de varianza.
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Andlisis de desplazamiento.

Para el andlisis de afinidad de unidn relativa de la noretisterona y sus metabolitos, asi como
del RU-486 con el receptor de progesterona intracelular en el utero de la coneja, se usd
*H-ORG 2058 como como radioligando. Un grupo de tres conejas prepiberes enfre 0.8 y
1.2 kilogramos de peso corporal se trataron con 5ug de benzoato de esfradiol durante ires dias
consecutivos. El cuarto dia los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se extrajeron los
Uteros completos.

Los Uteros fueron homogeneizados en una sofucién amortiguadora TEDM con aprotinina { 20mM Tris-
HCl, pH 7.4 a4°C, 1.5 mM EDYA, 0.25 mM Dithiothreitol, 5,000 UK/ml Aprotininay 10 mM Molibdato de
Sodio) en unarelacion 1:6 (w /v) conteniendeo glicerol al 10% (v/v). La mezcla se centrifugd a 105,000
gpor 1 h a2°C enunrotor SVW 50.1 (Beckman, Instruments, Palo Alto, CA.

Las alicuotas de citosol obtenidas, se incubaron durante 14 hs a 4 grados centigrados en presencia
del ligando especifico ORG 2058 marcado con*H, en presencia de concentraciones crecientes de
los esteroides no radiactivos: Progesterona (P, NET, S-NET, 385a-NET, Estradiol (E,) y RU-486;
incluyendo al ORG 2058 radioinerte, por un periodo de 14 hs, a 4°C. Las fraccidnes libres y unidas
se separaron con carbon Dextran ( 250 mg Norit-A, 25 mg Dextran T-70 ) en 100 ml de buffer TEDM
sin aprotinina . Se incubd durante 2 minutos, se cenfrifugd a 800 g a 4°C por 15 min y laradiactividad
de los sobrenadantes se cuaniificd en el especiromeiro de centelleo liquido.
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RESULTADOS

Interaccion de NETy sus melaboiitos con los receptores de progesteronay esfrdgenos.

Como se puede observar enla figura § (ay b), tanto la P, como las progestinas sintéticas NET y RU-
486 muestran una afinldad de unidn alreceptor de progesterona (RP} muy alto, lo cual confirma los
datos previamente reportados por Chévez y cols (1985) en la rata. Asi mismo, la reduccién de
noretisterona a su metabolito Sa-NET ocasiond una disminucion discreta en su afinidad por el RP
cuando lo comparamos con la union de la progesterona natural o el ORG-20858. Por el contrario, el
3B-5a derivado de NET no mostrd ninguna interaccion con este receptor al igual que el E,.

Inhibicion de la gestacidn por Noretisterona y sus metabolitos.

Como se muesira en la tabla ll, la norefisterona a la dosls diaria de Img/kg no fué capaz de inhibir
la gestacién, sin embargo cuando se adminisiré una dosis 5 veces mayor ( Smg/Kg de peso/7dias)
se observé inhibicidn completa de la gestacion, ya gue no se observo ningun sitio de implantacion,
a pesar de que la prueba de rosetas en el primer dia demostrd que ia fertilizacion habia ocurrido.

La administracién de 5a-NET a la dosis de 1mg/Kg de peso durante siete dias inhibid parcialment
el proceso de la gestacion, enconfrdndose que de 9 animales tratados, siete no mostraron
evidencias de gestacion en el dia 8, ya que no se observaron sitlos de implaniacién en el
endometrio. Dos animales presentaron un nimero promedio de 3-5 sitios de implantacién, siendo
este promedio inferior al nimero de sitios de implantacion para ias conejas gestantes que recibieron
solamente vehiculo ( 2-10 sitios de Implantacién ).

Cuando la dosis de 5a-NET se Incrementd a 1.5, 2.5 vy 50 mg/kg de peso durante 7 dias
consecutivos, se indujo la Inhibicidn compieta de la gestacion en todos 1os grupos tratados.
Resuitados similares se encontraron cuando el 3B5a-NET se adminisird a la dosis de 1 mg/Kg de
peso durante 7 dias consecutivos, en todoslos animales tratados.

La administracién de la antiprogestina, RU-484, utillizada como conirol, mosird su accién
coniragestacional a las dosis utilizadas { 1.0 6 2.5 mg/kg de peso) demostrado por la ausencia de
sitios de implantacion en el endomeirio después de slete dias consecutivos de tfratamiento en las
conejas que habian sido fertilizadas. La conelacion entre el efecto antiimplantacion del 5a-NET y
la ausencia de senal de del factor de embarazo temprano (FET) se demostrd mediante la prueba
de inhibicidn de rosetas en el grupo de conejas apareadas (dia 0) y posteriormente tratadas con
NET (5ma/kg), S&X-NET (1.5 mgj, 3B5a-NET {1mg/kg) & RU-486 (2.5 mg/kg) por 7 dias consecutivos. El
andlisls del FET se hizo en muestras de suero de los dias 1, 4 vy 7 de la gestacion. El suero de una
coneja no gestante se empled como control negativo y 3 muesiras de suero tomadas también en
los dias 1, 4 y 7 de una coneja apareada gque solo recibld el vehiculo, fue considerado como conirol
positivo de embarazo.
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| Tratamiento  Dosis*  No. Conejos SHios de  FEY |
- (ma/Ka) E/A Implantacion
| S

Vehiculo . &/6 9-10 +

NET 1.0 6/6 9-10 +

5.0 0/3 o -
| 5or-NET 10 7/9 34 .

R 1.5 0/4 o :
#"" 2.5 0/4 -0 -

5.0 0/6 B ]

| 385a-NET 10 0/6 0 : |
| 178-E, 10 0/6 0 -
| RU-38486 1.0 0/6 0 -
- | 2.5 0/6 0 ]
| . 7 dias conseculivos, Todas las mueSiras.fuéroﬁ dndﬁzadcs 8 dias desbﬁés delzcbcredmi'e'njo.‘-\ J

Tabla il Efecto del NET y sus metabolitos sobre la implantacién y la actividad de! factor de embarazo
temprano. { FET ). E = Embarazo. A = Apareadas. Mol. Reprod. & Develop 40:157{1995)

Efecto de la Noretisterona y sus metaholitos sabre la sintesis de uteroglobina y su ARN mensajero en
el utero de la coneja gestante.

1. Concentracion de uteroglobina en el fluido uterino.
1.1 Después del tratamiento con dosis iguales y varlables de esteroide.

- Con el objeto de cormrelacionar ios efectos contragestacionales de la noretisterona y sus metabolitos
sobre la expresion del gen de uteroglobina se cuantificd la concentracion de esta proteina en el
lumen uterlno por radioinmunoandlisis. En la figura é se muestra que la admnistracion de
Norefisterona a conejas fertilizadas a ia dosis de 1mg/Kg de peso, produjo una reduccién del 50%
en la concenfraclon de uterogiobina. Sin embargo, cuando este compuesto se adminisird a una
dosis 5§ veces mayor (5mg/kg) la concentracién de uteroglobina en el fluido uterino disminuyo en:
un 0%, de manera similar al observado con RU486 a la dosis de 2.5 mg/kg/7d, que comrespondid a
un B8%. | ,

Por el confrario, la adminisiracién de 5a-NET @ la dosis de 1mg/kg/7d Indujo una inhibicion
significativa {90%) en la concentracién de uteroglobina que se acompanic de la inhibiciéon del
proceso de implantacion. Ademdas, se observd la reduccion importante en la concentracion de
esta proteina, tanto en los animales fratados con 3B5a-NET y RU-486; en ambos casos la inhibicion
- de la implantacion fue total en todos los animales.
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Figura 4. Concentracidn de uterogloblna en los fluldos uterinos de conejas fertllizadas tratadas con
diferentes esteroides sintéticos. Todos los animaies (n=6) fueron fralados con NET, 5S¢ -NET, & RU486 por
siete dias consecutivos, Las muesiras fueron anclizadas el dia 8 después del coito por RIA. Los resultados
estan expresados en ug de UTG/mg de proteina (X DS). Animales no apareados (NP}, y gestanies de 8

dias fueron utifizados como confroles negalivo y positivo, respectivamente, Mol. Reprod & Bevelop
- 40:157(1995)

Como

se muesira en esta misma figura, la conceniracién de u’reroglob:nc: disminuyd en forma sigmf;caﬁvo
en los grupos de animales fertillzados que fueron ratados con S-NET a las dosis de 1.5, 2.5y 5.0
mg/kg de peso por siete dias consecutivos. Este efecto de S5a-NET mostrd ser dependiente de la
dosis y la concentracidn de uteroglobina para la dosis de 5 mg/kg de este compuesio no fueron
detectables por el radioinmunoandlisis.

1.2. Electo de la administracion de 385c -NET y 178-esfradiol.

En la figura 7 se puede observar que 3B5a-NET a la dosis de 1 mg por kilogramo de peso,
administrado durante slete dias consecutivos a un grupo de conejas apareadas, resultd en la
disminucién significativa de ia concenfracién de uteroglobina en e fiuido uterino. En la figura 6
demostramos que el 5a-NET ejerce el mismo efecto inhibliorio sobre la concenfracion de UTG
observado para el 385a-NET, pero se necesiiaron dosis mayores a un miligrarno de este compuesto
para que este-efecto se llevara a cabo. El hallazgo sugiriere un posible efecto estrogénico del 5a-
NET mediado & través de su biotransformacion al 385a, por 1o que se decidid estudiar la cinélica de
inhibicién para el 335a-NET y compararlo con el 173-estradiol,

Tres grupos de animales (n=6} cada uno fueron apareados y tratados de acuerdo c:l siguiente
esquema de tratamiento:

25



TES| UNAM, 1996

e U L R

: ARy filtids !-.%2'1 R el e A R il Eﬂ d’!ﬁ};é

-
¥

agsa-Ngfimona.

] 7B'E2 “mgnm o

|

En la figura 7 se puede observar que el 3B5-NET tiene actividad Inhibitoria importante en la
cantidad de uteroglobina secretada al lumen uterino desde los primeros dias de fratamiento,
incrementandose esta actividad conforme se va aumentando el nUmero de dias de permanencia
de este compuesto. Asi mismo se demuestra que este metabolito tiene una potencia similar, pero
no idéntica al del 178-Estradiol, ya que como se puede ver en la gréfica, este esteroide disminuye
en una forma importante la concenfracion de uteroglobina desde el tercer dia de tratamiento.

Los resultados de las pruebas de inhibicidn de rosetas en los sueros de estos animales indicaron que
la senal de fertilizacion positiva en el dia uno, desaparece at cuarto dia como resultado de tres dias
conseculivivos del tfratamiento con 3B5a-NET, estos resultados son similares en los animales fratados
con Sa-NET a las dosis de 1.5 mg/kg.
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2. Efecto de diferentes compuestos sobre la expresion del ARN mensajero de uteroglobina en el
endometrio.

2.1 Eecto de 5a-NETy RU486 a diferentes dosis {Fig 8).

Para estudiar la correlacion de los efectos de Noretisterona y sus metabolitos, asi como del 178-
estradiol y la anti-progestina RU484, sobre la expresidn del gen de uterogloblna y su actividad
contragestacional, el contenido de ARN mensajere de uteroglobina en el Utero de las conejas
confrol y ratadas con los diferentes esteroldes fué andlizada a fravés de la técnica de Northern Biot.
El contenido de ARN mensajero en estos grupos fué comparado con los grupos conirol,
coresgondientes a animales no gestantes (fig 8,panei 1} y de 3,5 y 7 dias de gestacion (fig 8,panel:
2.3y 4, respectivamente) que unicamente reciblieron el vehiculo.
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En la figura 8 se puede observar que la expresion de ARN mensajero de uteroglobina en los

Flgura 8. Andlisls del ARN mensajero
de UTG en el endomeirlo de las
conejas ferllizadas y tratadas con
Sa -NET y RU484. 20 ug de RNA total
extraidos de conejas feilizadas que
fueron tratadas 7 dfas consecutivos
con S50-NET {1.0, 1.5, 25 vy 5§
mg/kg,paneles 4 ¢l 7); RU4864 (1.0y 2.5
mg/kg, paneles 8 y 9) fueron
fraccionados en geles de agarosa
1.1%, trasteridas a una membrana e
hibridada con una sonda de ADN
'Bmarcada con **P para UIG e Histona
AH4. Bl iempo de exposicion fue de 16
fhs. Controles Panel 1) no enbarazo;
panel 2 y 3) embarazo de 5y 8 dfas.
{A) Hibridizade con cDNA-UTG, (8)
Histona H4.Mol. Reprod & Develop
40:157(1995)

animales que fueron fratados con 5a-NET a diferentes dosis (fig 8.panel: 5,6,7 y 8), corelaciona
positivamente con la concenfracion de uteroglobina en los fluidos uterinos, cuantificados por
~ radioinmunoandtisis. Asi podemos ver que la cantldad de ARNm hibridado en estos grupos, fue
significativamente menor (dependiente de la dosis) que en el grupo conirol (fig 8,panel 2,3 y 4), Este
mismo fendmeno se cbservd en animales fratados con RU-486; sin embargo, no existe comrelacion
dosistespuesta conrespecto alas concentraciones de UTG en los fluidos uterinos y la expresian del
ARNM (panel 8 y 9.fig 7} en donde se observa un pequeno incremento en ta expresion del mensajero
cuando se utilizé la dosis de 2.5 mg/Kg. Estos resultados suglieren un mecanismo de inhibicion de
estos compuestos a nivel frascripcionat y una potencia muy similar enfre ambos.

2.2 Cambios en la expresion del ARN mensajero de uteroglobina por la administracién de 3850-NET
y 178-estradiol. ‘

Para establecer si existe corelacidon, en funcidn del tiempo de administracién de estos compuestos
'y la concenfracién de uteroglobina en el fluido uterino, se examind Ia expresidon del ARNm
mensajero para esta proteina en el Otero de las conejas tratadas con 385a-NET a una misma dosis,
pero diferentes dias de estimulacion y se compard con los grupos de animales controles de 3,5y
7 dias de gestacidn que solo recibleron vehiculo, asi como con los que recibieron 178-esfradlol con
el mismo esquema (figura 9)
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Los resultados indicaron que ambos compuestos inhibieron la expresion del ARNm, pero de manera
diferente. Por un lado, el 3B5a-NET, en forma dosis-dependiente, fué capaz de inhibir la expresion
del ARNm de UTG. Si comparamos la cantidad de mensajerc expresado en el dia 3 de la gestacion
(flg 2.panel 2) con el el grupo tratado con 3B85a-NET durante 3 dias consecutivos (Panel 8), vemos
no hay diferencia significativo en la expresion de este mensajero (fig ?,panel 8), sin embargo se
hace significativa conforme se aumentan los dias de tratamiento (fig 9, panel 3 vs 9; 4 vs 10).

Por el confrario, el 17B-estradiol indujo la expresion total del mensajero desde el Inicio de su
administracion (fig?,panel 5,6 y 7).

Flgura 9. Efecto da 38 Sax -NET y 178~
estradiol sobre la expresion del ARN
mensajero de UTG. 20 ug de ARN
B total de endometrlo de conejas no
gestantes {panel 1) y geslantes
fratadas por 3, & ¢ 7 dics

: - W"‘ " , a consecutivos con : vehiculo (panel 2-
Hg "ﬁu g T ol il A I 4). estradiol {1 mg/Kg. panel 5-7) y 38
o IR ke ARO0 o 5 -NET a la misma dosis (pane! 8-10)

' fueron procesados como se Indicéd
en la Fig.5. (A} Hibrdizacion con

CADN-UTG vy (B) con Histona H4.

Tiempo de exposicion: 16 hs. Mol,
Reprod & Develop 40:157(1995)
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DISCUSION

El rabajo experimental de esta tesis fué orientado a la evaiuacion del efecto de Noretisterona y dos
de sus metabolitos en el embarazo temprano en ta coneja, utilizado como marcador bioquimico
a la uterogiobina. |

Los resultados de los experimentos de afinidad de estos compuestos por el receptor de progesterona
muesiran que ia NET mantiene su afinidad por el recepior de progesterona, cuando es reducido en
su anillo A en posicion 5a . Sin embargo, cuando se hace una segunda reduccceidn quimica pierde
totalmente su afinidad por dicho receptor e interactua con otro receptor diferente al de
progesterona. ste es el caso de la reduccion a 385a -NET, metabolitc que presenta afinidad por
elreceptor de estrégenos, (Fig 5}.

Estos resultados confirman y amplian ios datos informados previamente por Chavez y cols {1985} en
la rata, asi también explican Ia observacion previa de que noretisterona , disminuye en forma
significativa las concenfraciones de LH en mujeres posmenopdusicas (Pérez-Palacics, 1981a, 1981b)
y en ratas castradas (Larea, 1983, 1984}, que sugieren que esta progestina es reconocida por los
sitios de unidn a esteroides intracelulares diferentes al receptor de progesterona.

Estudios de funcionalidad de estos compuestos en la coneja prepuber |, indicaron que si bien el
metabolito Sa -NET no pierde su afinidad por el receptor de progesterona. adquiere un efecto
antiprogestacional importante. Ademadas, la formacion de 3B85a -NET le confiere capacidad parg
estimular eventos que son considerados bajo el control de ios estrogenos (Pérez-Palacios, 1985;
Chavez, 1985; Vilchis, 1986; Garza-Flores, 19864, 1991 Larreq, 1987). Estos hallazgos experimentales nos
suglrieron que los derivados quimicos de noretisterona podrian ser usados como agentes
anticonceptivos poscoito y posfertilizacion, es decir, en el embarazo muy temprano.

Con el propdsito de evaluar el efecto antiprogestacional, anticonceptivo y contragestacional de
NET y sus derivados quimicos, se utilizaron multiples indicadores, taies como el registro de los sitios
de implantacidn, la actividad del factor de embarazo temprano (FET), asi como la expresion de la
uteroglobina y su ARNm considerando que la uteroglobina es un buen marcador de actlvidad
progestacional en el endometrio. |

Nuesiros resuitados demostraron que la adminlistracién cronica { 7 dias) con Norefisterona a la dosis
de 1.0 mg/kg no redujo en el numero de sitios de implantacion en las conejas fertilizadas,
comparado con los enconirados en el grupo control | sin embargo, a dosis aitas (Smg/kg) el efecto
anti-implantacion fué muy ciaro, ya que no se enconfraron sifios de implantacién en los animales
tratados con esta dosis (Tabla 1l ).

La administracion de 5a-NET {1.5 mg/kg/7d) como de 385« -NET {Img/Kg/7d) resultd en un efecto
anti-impiantaciéon mas potente a dosis bajas, que aquellas utilizadas para NET, ya que en los
animales tratados con estos metabolitos inhibieron completamente el proceso de implantacion
(Tabia li). Estos datos nos indican que Ia reduccion de la norefisterona le conflere a sus metabolitos
mas efectividad como inhibidores del proceso de implantacion.

Con elfinde correldcioncr el efecto anti-implantacion con el efecto antiprogestacional de estos
compuestos, analizamos la expresidén del gen de uteroglobina cuya regulacidn por progesterona
y estrégenos es bien conocida (Bullok & Willen, 1974; Loosfelt y cols, 1981; Helftebein y cois).

Los resultados de estos experimentos demosiraron que la administracion de NET a la dosis mayor.
vtillzada (5 mg/kg) reduce la concentracion de uteroglobina en un 90% en el fluido uterino, y por
el contrario, las dosis bajas de los dos de metabolitos reducidos fueron suficientes para reducir la
produccion de esta proteina (fig 6}, sugiriendo que los efectios bioldgicos de la noretisterona pueden
estar mediados via sus productos reducidos.

30



TESIS UNAM, 1996

Debe subrayarse que esta disminucién en la concentracidn de uteroglobina esta altamente
relacionada con la reduccion en la expresion de su ARN mensajero, Como se puede observar en
la figura 8 , I administracion de 5a-NET a la dosis de 1.5 en adelante inhibié completamente Ia
expresion del mensajero, indicando que su efecto se ejerce a nivel ranscripcional, aunque, no se
puede descdartar que sea a nivel postranscripcional por incremento en la degradacion del
mensajero. Asi mismo se demostro que el efecto inhibitorio de 5a-NET sobre la expresion del este
mensajero, es similar al efecto ejercido por el antiprogestageno RU486, cuando se administrd a dosis
bajas {1 mg/Kg). lo que hace suponer que el mecanismo de accidén  es similar enfre ambos
esteroides sintéticos.

Estudios previos hechos en nuestro laboratorio demostraron que en conejas prepuberes, NETy sus
metabolitos tienen la capacidad de inhibir ta transcripcion del gen de uteroglobina, inducida por
progesterona, en una manera dependiente de la dosis administrada(Pérez-Palacios, 1992, Pasapera
A,1994). Estos hallazgos, aunados a la similitud de efectos del RU486 y 5a -NET, asi como su
especificidad de unidn ai receptor de progesterona (Reel, 1979; Rauch, 1985), sugieren que el
efecto antihormonal de ambos compuestos esta mediado a fraves del efecto infrinseco de ia
molécula sobre la actividad del receptor de progesterona.

Esta propuesta, se apoya con los datos obtenidos en conejas prepuberes, por Pasapera y cols
(1995). quienes demostraron que estos metabolitos con accion antiprogestacional, son capaces
de bloquear la regulacion a la baja del recepior de progesterona (RP} inducida por la progesterona.
Estas observaciones sugieren que los efectos de 5a-NET y 3B5a-NET se llevan a cabo a nivel
trascripcional ¢ postrascripcional, a fravés del incremento de la sintesis o degradacién del ARN
mensajero del propio receptor.

Es posible que la inhibicion inducida por el 5a -MNET y el 385 -NET se lleva a cabo por diferentes
mecanismos, a fravés de sus uniones especificas a diferentes receptores (Reel, 1979; Vilchis, 198¢}.
Asi, 5a -NET y RU486 pueden bloquear la regulacion a la baja inducida por progesterona en forma
directa, por su interaccién con el RP; en tanto que el 385a ~-NET y estradiol estarianutilizando otro
mecanismo alterno. |

Esta documentado que en el ttero, el metabolito 3B5a -NET se une especificamente alreceptor
de estrégenocs e incrementa la expresion del RNA mensajero del RP y que la estimulacién de la
frascripcidn de este gen se lleva a cabo a través de los elementos de respuesta a estrogenos (ERE),
localizados en la regidn +698/+723 del gen de RP del conejo (Savouret, 1991),

Es importante mencionar que en este estudio, el efecto inhibitorio del RU4864 sobre ia expresion del
ARNm fué mucho mas importante a la dosls baja utilizada (1mg) que a la dosis aita {2.5mg); sin
embargo, este patrdn no comespondid con la concenfracién de uteroglobina en el fluido uterino,
en donde la dosis mas alta indujo una Importante disminuciéon en la concentracion de esta
proteina.

Una posible explicacion para este efecto dual del RU486, es la existencia de ofros factores
reguladores de la ifranscripcion que producen patrones de regulacion especificos para un
determinado gen y/o tipo celular. De tal manera gue un determinado promotor puede ser regulado
por uno & multiples factores de franscripcion. Tal es el caso, por ejemplo, del receptor de
glucocorticoldes que es capaz de regular la trascripcion del gene de proliferina en forma positiva
4 negativa a fraves de la formacion de complejos de union al ADN con Jun y Fos (Akerblom, 1988,
Diamond, 1990). Olro ejemplo de ello, es el sinergismo vy cooperatividad entre el receptor de
progesterona'y el factor de respuesta al estimulo con 8-Br-cAMP para incrementar la actividad
frascripcional del promotor de MMTV-CAT en celulas T47D.

Ademas, algunos esfudios in vilro han demosirado que el RU-486 administrada a altas dosis,
presenta actividad estrogenica deébil, incrementandoe la proliferacion celular e induciendo la
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actividad de la expresion de CAT bajo el conirol del elemento de respuesta a esirogenos, derivado
del gene de Vitellogenina del Xenopus Leavis, en células humanas de cancer de mama (Meei-Hue,
1993). Es por lo tanto posible que el incremento en (a expresion del mensajero estimulado por el RU-
486, se lieve a cabo a fraves de esta via en el endometrio de la coneija.

Interesantemente, cuando se administré dosis altas de 5a -NET la expresion del mensajero de UTG
fué abolido totaimente, lo cual difiere de lo encontrado para RU486, lo que sugiere la existencia de
mecanismos diferentes entre ambos esteroides sintéticos cuando se administran a dosis mayores.
Existen estudios que demuestran que la administracion de de altas dosis de estrogenos en la conejaq,
tienen producen efectos opuestos al ejercido por la progesterona, ya que disminuyen las
conceniraciones de uteroglobina en el fluido uterino {Bullock, 1974, 1977; Pasapera, 1994}, pero el
mecanismao no se conoce,

Con los datos obtenidos en este estudio con NET y sus metabolitos, no podemos explicar esta
diferencia, sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que estos compuestos estén
activando ¢ inactivando aigin(os) factor(s), necesarios para fa frascripcion del gen de UTG, como
sucede para ofros genes.

En los Ultimos anos se han identificado algunos factores transactivadores que se unen a los
elementos de unidn de genes de respuesta en varios tejidos (Faisst, 1992). Estos factores funcionan
como 'reguladores maestros” que activan en forma coordinada la transcripcion selectiva de
algunos genes cuyos productos estan correlacionados con funciones especiales de un tejido 6
ceélula en particular {Maniatis, 1991). Es por ello sugestivo que la activacion y regulacién de un
numero de genes codificadores de las proteinas asociadas al estado de embarazo estén
gobernadas por factores transactivadores, Unicos en el endometrio y que pudieran ser reguladas
por las propias progestinas sintéticas utilizadas en nuestro estudio, pero esto deberd ser evaluado
en otro estudio. : -

Existen pocos estudios orientados a |a busqueda de éstos factores durante el embarazo en el
conejo, pero existen claras evidencias de la existencia de proteinas nucleares expresadas en
células endometriales que se unen a sitios especificos de la region del promotor de uteroglobina
que son importantes para la activaciéon de la franscripcion. Asimismo, esté demostrado que esta
actividad es dependlente del tipo celular utilizado, ya que no todas las células contienen la
maquinaria necesaria para la activacion de la transcripcién del gen de uteroaglobina.

Un ejemplo de ello es la diferente regulacidn en la expresion de este gen en el oviducto y el
endometrio en esta especle, Esta demosfrado que mientras la expresién de este gen en el
endomefrio es altamente dependiente de la progesterona, en el oviducto es constitutiva; es decir,
no depende de una estimulacidon hormonal para su expresion. El mecanismo de ello ain no se
conoce, pero la presencia ¢ ausencia de algunos factores, regulados o no por las hormonas
esteroides podria explicar esta situacién. '

Estos resultados también se apoyan de estudios de "ADNsa | footprinting” en donde se demosird
que la region del TATA-box (-40 a -18) del promotor de uteroglobina es protegida especificamente
por exiractos nucleares de células Ishikawa provenientes de adenocarcinomas humanos, pero no
por extractos de células Hela (cervix)(Klug y cols, 1994), ademds se observo que en las células
lshikawa, la transcripcidn del gene de uteroglobina es mds eficlente que en Hela (Misseyanni, 1991;
Suzke, 1992).

Por ofro lado, como se sefiald en pdrafos anteriores, lareduccidon de 5a -NET a la forma 3B5a hace
que este Ultimo adqguiera actividad estrogénica (Larrea, 1987) por o que en el presente estudio
comparamos su efecto con el ejercido por el 17B-estradiol cuya actlvidad anti-progestacional y
anti-implantacion a altas dosis ha sido previamente bien confirmado (Kopu, 1981; Gidley-Baird,
1986). '
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Nuestros resultados demostraron que ambos compuestos, & 3B5a -NETy el 178-esfradiol ala misma
dosis, ejercen un potente efecto antiprogestacional reflejado por una inhibicion importanie tanto
de la sintesis de uteroglobina como en el contenido de su RNA mensajero (fig 7,9}, sugiriendo que
el 3B5a -NET puede inhibir la expresidon del gen a fraves de su interaccion con el receptor de
estrogenos; lo cual confirma nuestros resultados previos en animales prepuberes(Cerbon 1990).

A pesar de que se ha demosirado que el estradiol a bajas dosis puede estimular la franscripcion del
gen de uteroglobina (Loosfelt, 1981}, nuestros resultados demuestran una regulacion negativa para
esta proteina cuando se administra a dosis aitas. Resultados similares a fos nuestros han sido
previamente informado por Kopu, 1981, quien demostro una inhibicion de la transcripcion de UTG
dependiente de la dosis de esfrogeno administrada y a pesar de que el mecanismo molecular
involucrado en esta regulacion negativa no es bien entendido, ia presencia de elementos de
respuesta no canonicos a estrogenos (ERE) dentro de la regidon del promotor del gen de
uterogiobina (Siater, 1990}, sugieren que estos ERE y el receptor de estrogenos puedieran estar
implicados.

El compuesto 3B5-NET es capaz de unirse con alta afinidad al receptor de estrogenos, 1o que sugiere
que utilize la misma via de inhibicion que fa hormona natural como lo senalamos anteriores en el
casoce los animales prepuberes.

Ofra explicacidon posible para entender el mecanismo antimplantaciéon ejercido por la 5 -NET es
un efecto inductor sobre los mecanismos de regulacion del crecimiento y proliferacion celular en
el endometrio. En efecto, una posibllidad podria ser sy participacion en el proceso de muerte
celvlar programada {Apoptosis) en las células epiteliales del endometrio. En el endomeirio del
conejo, un 97.5% de las celuias epiteiiales presenta este tipo de muerte celular (Nawaz, et al, 1987;
Rotello et. al. 1989) y ha sido demostrado que los esteroides ovdaricos juegan un papel importante
en su regulacion.

En el sistemareproductor existen evidencias claras de esta dependencia y como sjfemplo de elio
es el hecho de que durante el ciclo endometrial existe una importante perdida de ceélulas epiteliales
glandulares durante las fases secretora, premenstrual y menstrual (Hopwood, 1975). Parry col, 1987
demostraron que una proporcion importante de células cercanas al sitlo de implantacién del
blastocisto en la rata, presentan una morfologia tipica de muerte celular por apoptosis y asimismo
se ha demostrado la induccidn de la apoptosis en ofros drganos hormona-dependientes como la
préstata y la glandula mamaria {Thompson EB, 1994).

Estudios de células endometriales de conejo mantenidas en cultivo, demaostraron que la relacion
de muerte y proliferacion celular cambia con respecto al tiempo en cultivo con la misma
periodicidad que los cambios en el DNA, par lo que se postuld la existencla de un mecanismo de
regulacién mediado por factores de proliferacion y factores de muerte celular producido por las
propias células para mantener la homeostasis de la masa del cultivo total,

Algunos estudios In vive, han demostrado que la administracion de 178-estradiol (1 mg/kg) o
progesterona (2.5 mg/kg) no solo incrementan ia proliferacion celular del epitelio uterino del conejo,
sino-que tamblen disminuyen el nimero de ceélulas apoptdticas, siendo la progesterona ta mas
eficlente (Newaz y cols, 1987) |

En muchas especies, la ovulacion y la formacidn subsecuente del cuerpo [Uteo son procesos
fisioldgicos que se requieren para iniciar y mantener la profiferacion y diferenciacion celular, eventos
importantes para la implantacion del blastocisto.

La progesterona es una hormona muy importante en el mantenimiento de la glandula mamaria y

el crecimiento endomedrial durante el embarazo. Su coneccidn con el proceso de muerte celular
proviene de los hallazgos de Hopwood and Levison, (1976) quien observa un incremento en el
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numero de celulas apoptoticas en el endometrio de mujeres en la etapa premenstrual,

Existen fuertes evidencias de que la progesterona es un supresor de la apoptosis del epitelio uterino,
ya que la administracion de este esteroide a conejas pseudo-embarazadas ovariectomizadas es
capaz de prevenir la muerte celular por apoptosis. Por el contrario, la administracion RU-486 o
conejas psevdo-embarazadas induce la apoptosis celular de una forma similar al observado en los
animales ovariectomizados (Rotello, 1992).

Es posible que sl el 5a -NET tiene un efecto bloqueador de la accidn de fa progesterona- como
previamente lo demostramos- entonces pudiera estar ejerciendo un efecto inductor de apoptosis
de las células epiteliales del endometrio desde el inicio de su administracion, desfasando de esta
manera la maduracion del endometrio necesario para ta implantacion del blastocisto.

En conejas prepuberes se ha demostrado que el RU-486 se une con una alta afinidad al receptor
de progesterona, inhibe la proliferacion celular (Philliberth et al, 1985} y disminuye la sintesis de
uteroglobina (Rauch, 1985 ). En el presente trabajo, nosotros demostramos que al igual que el RU-
486, el metabolito 5 -NET tiene afinidad por el receptor de progesterona y disminuye los niveles de
uteroglobina en el lumen uterino y de su RNA mensajero. Estos resultados sugieren que el mecanismo
de accion de este compuesto se lleva cabo a nivel transcripcional y postranscripcional, pero no
podemos descartar que la disminucidn a concentraciones endometriales tanto de uteroglobina
como de su ARN mensajero puede deberse también a un aumento en el numero de ceélulas
secretoras de uteroglobina que entran en apoptosis. Creemos que esta Ultima posibilidad no puede
ignorarse y que seria muy Interesante explorarla en un future, ya que hasia la fecha no existen
evidencias directas de que la uteroglobina "per se” sea la molécula responsable de que se lleve a
cabo el proceso de la implantacién. '

A pesar de que no existen evidencias experimentales en el conejo que involucren a los estrogenos
con la muerte celular programada en ningun drgano ¢ tejido en particular, Sandow y cols, 1976
demostraron la Induccidn de la gpoplosis en el endometrio del hamster, secundaria a una
deprivacién de estimulacion estrogénica.Seria también importante descartar esta posibilidad en
el endometrio del conejo, [o cual nos ayudaria a disecar aun mas el efecto antiprogestacional y
anti-implantacién de los derivados reducidos de NET observado en nuestros estudios. | |
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CONCLUSIONES

I. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la potencia y efectividad de la
progestina sintetica NET como anticoncepiivo poscoital documentada previamente en la rata,
podria estar mediada por su reduccidon en el anillo A; que da como resultado la formacion de 5a-
NET y 3B5a-NET,

2. La potencia anti-progestacional y anti-implantacion demostrada para este metabolito en ia
coneja es similar a lo observado para la antiprogestina sintética RU486 en cuanto a lareduccidn en
la concentracion endometrial de uteroglobina, posiblemente por su inferaccion con el receplor
de progesterona: pero de acuerdo a nuestros resultados, dosis altas de ambos compuestos ejercen
un efecto diferente sobre la expresion de su ARN mensajero, indicando la existencia de un
mecanismo de accion diferente para estos compuestos,

3. El efecto anti-progestacional de 5a-NET durante el embarazo temprano en estos animales podrian
esta mediados a traveés de la formacion de ofro metabolito con actividad estrogénica, 3B85a-NET,
via los elementos de respuesta para estrogenos presentes denfro del promotor del gene de
uteroglobina 6 a través de Ia activacion & inactivacion de ofros factores importantes para la
actividad transcripcional de este gen.

4.Nuesiros resuitados en general demuestran que los derivados sintéticos de noretisterona, reducidos
en su anillo A, adquieren actividad antiprogestacional y por consiguiente son capaces de
bloquear el proceso de implantacion en el embarazo temprano de la conejq, lo cual tiene
implicaciones importantes en el disefio de nuevos compuestos contraceptivos poscoitales. Asi
mismo nos proporcionan la explicacion del mecanismo de accién molecular de NET, que serd de
gran ulilldad para futuras investigaciones en este campo.
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