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Estructuras quimicas y nombres triviales y sistemiticos de los csteroides
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1 INTRODUCCION

La tcstostecrona (T) es el principal andrégeno sintetizado de novo por el
testiculo, 6rgano quc constituye su mas impornante fucnie de produccion.
Por mucho tiecmpo la T fue considerada como la dnica hormona masculina,
responsable de los cfectos virilizantes en el humano. Su papel! en el
desarrollo de los caricteres scxuales sccundarios tipicos del fenotipo
masculino fuc una de las primeras funcioncs endécrinas que se demostraron
experimentalmente. El eatendimicnto temprano de la importancia de la
funcién del testiculo sc obtuvo, gracias al estudio y la observacién de
individuos hipogonidicos y dc cunucos, quienes presentaban un deficiente
desarrollo o ausencia total de las caracteristicas sexuales masculinas comunes
en los hombres normales.

Los aportcs substantivos a este respecto se inician realmente en 1849 con los
estudios experimentales de Berthold (1), quién relacioné la atrofia de la
cresta de los gallos producida por la castracién y su restauracion después de
implantar los testiculos. Afios mas tarde, en 1911, los estudios de Pézard
contribuyeron de manera importante a la fisiologia testicular (2) al demostrar
que cxtractos de esta génada contenian el factor responsable de la
estimulacién del crecimiento de la cresta de los gallos atrofiada por la
castracion. Pero no fue sino hasta 1935 ¢n Amsterdam. cuando ¢l grupo de
Laqucur (3) logré aislar en forma pura y cristalina, ¢l factor virilizante de
origen testicular ¢! que denominaron Testosterona. Estudios posteriores
dicron evidencia de que el efecto hormonal de Ia T no sé6lo se hallaba
confinado a! aparato genital sino que incluia otras estructuras tales como: la
picl, el misculo esquelético, las cuerdas vocales y tejidos neuroendécrinos
tales como el hipotdlamo y la hip6fisis, entre otros (4-6). El conocimiento
del mecanismo intimo por medio del cual la T ¢jercia su diversidad de
efectos a nive! de los diferentes 6rganos blanco fuce poco entendido hasta que
se logré disponer de T marcada radioisot6picamente con tritio (T-*H) y con
elevada actividad especifica (7.8). Con la disponibilidad de T->H fue posible
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determinar, tanto en cstudios in vive como in vitro, que la T->H fuc
selectivamente retenida en aqucllos tejidos sensibles a la accién androgénica.
Un hallazgo notable derivado de cstos experimentos fue que Ia mayor parte
del material radiactivo extraido después de incubar un érgano blanco con T-
>H. sc¢ hallaba en la forma dc¢ un metabolito Sa-reducido, la Sa-
dihidrotestosterona (DHT) (9-11), que resulté ser en diversos bioensayos,
un andrégeno con mayor potencia biolégica que la T. (9.12-14). A inicios
de 1a década de los aiios 70’s. se demostré que la DHT, es el andrégeno
responsable de la induccién del programa de diferenciacién del fenotipo
durante el desarrollo del embrién masculino, que permite la virilizacién de
los genitales externos (15.16) y el mantenimiento cn la vida del adulto de la
morfologia y funcién de algunos dc los 6rganos sexuales accesorios tales
como la préstata y las vesiculas seminales (17). Otros cstudios realizados en
tejidos andrégeno-sensibles y andrégeno-dependientes, demuestran que la
DHT e¢s capaz dc competir por los sitios de unién del receptor de
andrégenos con una afinidad mayor que la T (18-21). Fuc entonces, que se
hizo evidentc que muchas dec las acciones androgénicas clasicamente
atribuidas a la T twales como, la diferenciacion sexual de los genitales
externos, el crecimiento de la préstata, el crecimiento dc la barba. la
recesién de la linea de crecimicento del cabello. entre otras son en efecto
mediadas por su producto de bioconversién, ta DHT. La especificidad de
las funciones de ia T y de la DHT permiten postular de que se trata cn
realidad de dos hormonas diferentes.

La via a través de la cual, 1a T y la DHT realizan sus acciones biol6gicas
tejido-cspecificas es atn una pregunta sin resolver, ya que las dos hormonas
ejercen sus efectos a nivel celular a través de un mismo receptor. Por otro
lado. la formacién a nivel del 6rgano blanco de un andrégeno mas potente,
adquicre gran importancia cuando se rclaciona con su participacion en varias
anormalidades endécrinas que incluyen: la hiperplasia benigna de 1a préstata
(22), acné (23), hirsutismo (24) y calvicie (25) por lo que el cstudio de la
regulacion de la Sa-esteroide reductasa (E.C.1.3.99.5), enzima que cataliza
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1a bioconversiéon de T a DHT atrajo la atencién de muchos investigadores.
La Sa-esteroide reductasa es una proteina hidrof6bica que se encucntra de
mancra abundante en las células de tejidos andrégeno-sensibles
constituyendo un eclemento integral de la envoltura nuclear y de! reticulo
endoplismico (26). La enzima tiene un requerimiento absoluto del cofactor
NADPH para reducir ¢l anillo A de una variedad de esteroides adernis de
la T. La capacidad de 1a Sa-esteroide reductasa para reducir los esteroides
con estructuras a*, 3-ceto sin sustituciones qufmicas en los C-11, cn los

6rganos blanco tales como 1a ad hipofisis, pré entre otros (27) sugirié
la presencia de una sola enzima (31) a diferencia de 10 que ocurre, en ¢l
higado donde se demostré bioquimi la exi ia de varias

r con p ffica para reducir los esteroides 118-
hidroxilados (28-30); sin embargo, una seric de estmudios posteriores
demuestran la existencia de varias isoenzimas en estos tejidos-blanco. La
mayor evidencia 1a aportan los primeros estudios realizados en cultivos de
fibrobl >s h >s obtenidos de piel del &rea genital en los que se
d actividad de Sa-reductasas con pHs 6ptimos muy diferentes
(32,33). Posterior a estos estudios, y con el uso de sondas especificas de
DNA complementario de la enzima del higado de 1a rata (34.35), se logran
identificar en diversos tejidos tales como la préstata, vesfculas seminales,
epididimo. ovario entre otros. por lo menos dos isoenzimas de la Sa-
esteroide reductasa (Sa-esteroide reductasa 1 y 2); ambas enzimas son muy
similares entre sf y comparten las mismas preferencias por los substratos,
pero difieren en sus niveles de expresién génica asf como en su sensibilidad
a ciertos inhibidores aza-esteroides (36-38), adn mas, fue posible determinar
que distintas iones p les en el gen que transcribe la Sa-esteroide
reductasa del tipo 2 (pH Optimo 4cido) son Ia causa del
pseudohermafroditismo masculino en individuos con deficiencia en 1a So-
esteroide reductasa (39,40).




En virtud dc quc todas las hormonas csteroides ejercen sus efectos a través
de un proceso complejo que requicere la cooperacién de numerosos factores,
que modulan la expresién génica aumentando o disminuyendo la
transcripcion, es nesesario scilalar que una vez que la T se libera de su lugar
de sintesis al torrente circulatorio, ésta se unc a protcinas plasmiticas
especificas que la transportardn hasta su 6rgano cfector. Posteriormente la
T difundird pasivamente al interior de las células andrégeno-sensibles y
pueden suceder dos hechos: uno es que la horTnona se metabolize a DHT
antes de unirse a su receptor intracelular, o bien que {a T no transformada
interactué directamente con el receptor de andrégenos.

El receptor intr tular para hormonas con actividad androgénica, al igual
que el resto de los receptores para hormonas esteroides, pertenece a una
superfamilia de protefnas que se¢ unen al DNA. La clonacién del gen del
receptor de andrégenos (41,42) permitié la caracterizacién de sus dominios
funcionales y de la secuencia primaria de aminoicidos en su estructura. La
molécula de este receptor posee cinco dominios funcionales: los dominios
A y B sec localizan en la regién amino-terminal y participan en los procesos
de la activacién transcripcional; el dominio C es una regién altamente
conservada rica en cisteina, quc comprendc dos estructuras, cada una
contiene un 4tomo de zinc unido a residuos de cisteina "dedos de zinc”™, este
dominio tienc la propiedad de unirse al DNA; el dominio D es una regién
hidrofflica que sirve como una bisagra entre ¢l dominio de unién al DNA y
el dominio E, este tltimo corresponde a la regién que une al esteroide y se
distingue por la existencia de secuencias especificas que determinan su
interaccién con los andrégenos. Una vez que se forma el complejo
androgéno-receptor ocurre una scrie de cambios que conllevan a su
activacién, este proceso implica la separacion de ciertos factores proteicos
que se hallan asociados al dominio del receptor que se encarga de unir al
esteroide y de una serie de fosforilaciones en sitios especificos del receptor
(43), estos cambios facilitan la translocacién del complejo hormona-receptor
al interior del nicleo y su interaccién con clementos de respuesta hormonal
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especifica localizados cerca o dentro de los genes regulados por la hormona
(44), resultando cn la sintesis de RNAs mensajeros que traducirdn
posteriormentc su mensajc a nivel ribosomal para la sintesis de proteinas
especificas.

L.a activacién o represiéon génica también es inducida por la administracién
exégena de esteroides sintélicos, que poseen una estructura similar a la de
los andrégenos como sucede con algunas progestinas anticonceptivas. Estos
compuestos exhiben actividades hormonales similares a las de Ja
progesterona (P) y la T con quicnes comparten algunas caracteristicas
estructurales. Esta similitud estructural permite que scan reconocidas por
los diversos receptores intracelulares para hormonas esteroides de la serie
natural, que los convierten en receptores putativos para las progestinas
sintéticas, con los cuales forman complcjos esteroide-receptor capaces de
activar o reprimir la expresién génica.

La noretisterona (NET) c¢s una progestina sintética con potente actividad
progestacional, con una estructura molecular similar a la de la T pero se
distingue dc ésta en que carece del carbono 19 (19 nor) y que ticne un grupo
etinilo en ¢l carbono 17 en posicién o. La NET fue sintetizada por primera
vez en México por Miramontes, Rosenkranz y Djerassi en 1952 (45) y desde
entonces, ha sido ampliamente usada en ¢l mundo como anticonceptivo, por
su capacidad para inhibir la ovulacién a través de suprimir la liberacién
ciclica de las gonadotrépinas hipo6fisarias (hormona lutcinizante, LH, y
hormona cstimulante del foliculo, FSH) (46.47). Para su administracién la
NET se presenta en diferentes formulaciones particularmente: orales
(combinada con estrégenos o como progestina sola) (48), ¢ inyectables de
larga accién (como enantato de noretisterona o combinada con estrégenos)
(49). La NET ademas de su efecto progestacional (50) exhibe, después de
su administracién, otras actividades hormonales tipicamente consideradas
como estrogénicas, androgénicas y antihormonales (51-52).
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El mecanismo mediante ¢l cual Ia NET leva a cabo su diversidad de
acciones ha sido recicntementce investigado en nucstro laboratorio (53-59).
Los estudios clinicos inicialcs demostraron que csta progestina puede ejercer
su ecfccto antigonadotrépico a través de un mecanismo distinto al de la
.progcsu:rona. La administracién dc la NET a mujeres posmenopiusicas no
sensibilizadas con estrégenos y por 1o tanto carentes del receptor de
progesterona (proteina csuégcnb dependiente) inhibe significativamente las
concentraciones circulantcs de las gonadotrdpinas a diferencia de 1o que
ocurre con la progesterona que no induce ningin cambio cn los niveles de
LH y FSH (53). Similarmente, en los individuos gonadectomizados con cl
sindrome de feminizacién testicular completa, en quienes existc una
resistencia complceta a la accién de los andrégenos que se combina con la
ausencia de estrégenos, la administracién de la NET provoca una inhibicién
significativa de las gonadotrépinas.

Estos resultados permiticron postular que la NET ejerce su efecto a través
de su unién al receptor de estrégenos y bajo ciertas circunstancias lo hace
ocupando el receptor de andrégenos (53). Sin embargo. aidn cuando se
demuestra en los estudios de intercambio nuclear, que la NET administrada
a ratas hembras castradas es capaz de translocar el receptor de estrégenos
al nuicleco dc las células hipofisiarias (54), y que el efecto antigonadotrépico
inducido por la NET es inhibido al administrar un anticstrégeno no
esteroidal (Tamoxifen) (55), un namero importante de estudios
experimentales demostraron categéricamente que 1a NET no interactia con
el receptor de estrégenos (56-58). En los estudios de metabolismo in vitro
se demuecstra que 1a NET es biotransformada en tejidos necuroendrécrinos a
diferentes metabolitos: la Sa-dihidroNET (SaNET), el 3a-Sa-tetrahidroNET
y el 3B-Sa-tetrahidroNET (56). La interaccién de estos metabolitos con los
receptores intracelulares para hormonas sexuales se investiga y 1os resultados
de los estudios demuestran que los dos derivados tetrahidros de la NET se
unen al receptor de estrégenos siendo el isé6mero 38 ¢l mas afin por ¢l
receptor, en tanto gque la NET y su derivado Sa-reducido (5aNET)
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interactian con el receplor de progesterona asi como con receptor dc
andrégenos, en este caso la Sax-NET exhibe una mayor afinidad relativa por
cl receptor de andrégenos que la NET (57). A este respecto €s interesante
sefialar que el comportamiento de 1a unién de la NET y de la SaNET por
el receptor intracelular es similar al observado con ¢l dc los andrégenos
nawurales T y S«DHT.

Estos hallazgos en su conjunto, ofreccicron una explicacién alterna para
cntender el efecto multihormonal de la NET, la confirmacién de esta
propuesta fuc la determinacién de 1a actividad biolégica de cada metabolito,
los resultados de los estudios realizados demuestran que los derivados
tetrahidros de la NET son capaces de inducir respuestas estrogénicas como
1a sfntesis del receptor de progesterona estrégeno-dependicnte en hipofisis
de rata castrada (58), asi como de cstimular 1a apertura vaginal e inducir la
ciclicidad de la funcién ovérica en ratas hembras prepiberes (59).

La NET y la SNET son los unicos mctabolitos con efectos androgénicos,
ya que son capaces de inducir 1a actividad de la B-glucuronidasa en el rifién
del rat6n. Los resultados de estos estudios, demuestran sorprendentementc
que el derivado Sa-reducido de la NET es menos potente como andrégeno
que la NET, e inclusive exhibe efectos antiandrogénicos cuando se
administra simultdncamente con la T (60).

Estos resultados preliminarces sugicren que la Sx-reduccién enzimética de la
NET induce efcctos contrarios a los observados por la Sa-reduccién
enzimdtica de! andrégeno natural T. En otras palabras la Sa-reduccién de
la T incremcnta su potencia biolégica a diferencia de la Sa-reduccion de la
NET quc la disminuye.

Los resultados de otros estudios sobre la actividad androgénica de la NET
y la SaNET, evaluando la restauracién de la conducta sexual masculina en
ratas macho castradas confirman la pérdida dec actividad androgénica dc la
NET después de su Sax-reduccion. Asi mientras que la NET es efectiva para
restaurar la conducta copulatoria, el derivado Sa-reducido es inefectivo
como andrégeno (61). En conclusion, cstos datos permiten postular que la
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Sa-reduccién enzimaitica de la T induce el incremento en la afinidad por cl
receptor de andrégenos y ¢l aumento concomitante de su potencia biol6gica
androgénica; la Sax-reduccién enzimética de la NET el esteroide sintético sf
bien aumenta su afinidad por ¢l receptor de andrégenos, disminuyc
significativamente su potencia androgénica.

Este efccto paradéjico de la Sar-reduccion enzimitica de la NET, representa
¢l motivo principal para la rcalizacién del presente trabajo de tesis que tienc
la intensi6én de confinmar csta obscrvacién c investigar de manera sistemitica
su naturaleza.

Il HIFOTESIS

La Sax-reduccién enzimditica del andrégeno natural T, induce un incremento
tanto en su afinidad por el receptor de andrégenos, asi como en la expresién
de su actividad biol6gica; sin embargo en ¢l caso de la progestina sintética,
NET, la Sa-reduccién incrementa su afinidad por el receptor de andrégenos
pero cjerce efectos paradéjicos al disminuir su potencia androgénica. Por lo
tanto, la presencia del grupo 1 7a-ctinilo o 1a ausencia del metilo angular C~
19 en la molécula de la NET son los responsables de este cfecto.
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1l OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1.- Objetivo general

Identificar las caracteristicas estructuralcs especificas de la molécula de la
NET que determinan que su dcrivado enziméticamente Sa-reducido
(5aNET) presente una disminucién de su potencia androgénica. E! logro de
este objetivo requicre del cumplimiento de los siguientes objetivos
especificos.

2.- Objetivos especificos

A).- Dcterminar cl papel que la ausencia del metilo angular C-19 tiene en
la NET sobre su interaccién con el receptor de andrégenos y en la expresion
de su actividad androgénica.

B).- Determinar cl papel que la presencia del grupo 17a-etinilo tiene en la
molécula de la NET sobre su capacidad de unidn al receptor de andrégenos,
asi como en la expresion de su actividad androgénica.

IV MATERIALES

1.- Material biol6gico

En estc trabajo de tesis sc utilizaron ratones machos adultos intactos y
castrados de 30 a 35 g de peso corporal de la cepa Balb/c y ratas machos
adultas intactas y castradas de la raza Wistar de 250 a 300 g de peso
corporal. La procedencia de los animales fue del Instituto Nacional de la
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Nutricién Salvador Zubirdn dondc se mantuvicron en condiciones dc luz y
oscuridad de 14 por 10 h y tuvieron libre acceso al alimento y agua. El
mancjo experimental de los animales fue evaluado por el Cémite de Etica
del Instituto Nacional de la Nutricén para el uso de animales dec laboratorio.

2.- Reactivos y disolventes

Todos los compuestos quimicos, reactivos y disolventes utilizados ¢n este
estudio fueron de grado analitico y se adquirieron comercialmente.
Tris-HCI (clorhidrato de tris hidroximetilaminometano), EDTA (sal dis6dica
del dcido ctilendiaminotetracético). molibdato de sodio, ditiotreitol, reactivo
de Coomassie G. estuche (Kit) para la determinacién de la 8-glucuronidasa,
atbumina de suero de bovino (ASB), 19-Nortestosterona (NorT), 17a-
Etiniltestosterona (ET), Dihidrotestosterona (DHT), Testosterona (T) y
Mibolerona (MB) se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, EUA). La Noretisterona (NET) fue donada generosamentc por
Schering de México, S.A. de C.V.

El carb6én activado y el dextrin T-70 s¢ obtuvicron de Pharmacia Fine
Chemicals (Uppsala, Succia) y la solucién de centclleo para muestras
acuosas (Ready to Safe) de Beckman Instruments Inc.(Palo Atto, California,
EUA).

Los esteroides no disponibles comercialmente sc sintetizaron en la Facultad
de Quimica de la UNAM (ver la scccién de Métodos).

E! dcido fosférico, glicerol y los disolventes: cloroformo, acctona, benceno,
acetato de ctilo, metanol y hexano se adquiricron de J. T. Baker dc México

(Edo. Méx.)
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3.- Material radiactivo

La (17x-metil->H)-Mibolerona (MB-*H) con una actividad especifica dc
85 Ci/mmola s¢ obtuvo de Amersham International pl. (Buckinghamshire,
Inglaterra). Su purcza radioquimica se establecié por su movilidad en
cromatografia de particién en papel utilizando dos sistemas diferentes.

VvV METODOS
1.- Diseiio experimental

Para alcanzar los objetivos especificos de csta tesis se realizaron una serie
de experimentos, utilizando esteroides estructuralmente intermedios entre
1a T y la NET incluyendo a sus derivados Sa-reducidos, estos fucron:
19NorT, SaNorT y ET y S«ET.

Se disefiaron estudios de cinética para establecer las condiciones al
equilibrio y 1a constante de disociacién (K,) de la unién de Mibolerona
tritiada (MB-;H) con los receptores de andrégenos de la fraccién soluble
de la préstata ventral de la rata. Estos datos se utilizaron en los
subsecuentes estudios de competencia para determinar las constantes de
inhibicién (K) y las afinidadces relativas de la unién (ARU) de los
esteroides. Los experimentos incluyeron a ta MB como control
experimental asi como ala T, la DHT, la NET y la SaNET que se
usaron como rcferencia del estudio. .

Para la evaluacion de la actividad androgénica de los esteroides se usaron
dos bioensayos especificos: 1).- la induccién de la actividad de 1a B-
glucuronidasa en ct rifién del ratén y 2).- ¢l incremento del peso de la
préstata ventral y de las vesfculas seminales de 1a rata.
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Los esteroides disucltos cn el propilenglicol (PPG= vchiculo) sec
administraron a los grupos de animales castrados, cn las dosis minimas
efectivas, con el propésito de observar diferencias entre las actividades
androgénicas inducidas por los esteroides.

La administracién particularmente dc la ET y la S«ET fuc en la forma de
acetatos (ETAc y SxETAc) para aumentar sus solubilidades en el vehiculo
empleado.

Los grupos dec animales intactos y castrados tratados s6lo con ¢l vehiculo
fueron los controles dc los experimentos in vive. Como referencia del efecto
de 1a Sa-reduccién se utilizaron como testigos positivos a los grupos tratados
con la T y la DHT y como testigos negativos a los tratados con la NET y
la SaNET. La variabilidad dec los resultados entre los grupos se analizaron
aplicando la prueba dc anilisis de varianza (Anova) y posteriormente la
prucba t-Student para establecer diferencias significativas entre los siguicntes
grupos: cl contro! castrado contra el contro! intacto; ¢l control castrado
contra los tratados con la NorT, la ETAc, la T, la NET y sus
correspondientes derivados Sa-reducidos: los tratados con la NorT, la
ETAc, la T y la NET contra sus respectivos derivados Sa-reducidos y
finalmente los tratados con la NorT, la ET, la SaNorT y la Sa«aETAc contra
los tratados con la T y la NET.

2.- Sintesis quimica de esteroides no disponibles comercialmente

Sa-Dihidronorctisterona (S«NET)

La SxNET se sintetiz6 por reduccién de NET, empleando como agente
reductor, litio en amoniaco liquido, de acuerdo al método descrito por
Bowers y Cols. (62), con algunas modificaciones.

El derivado Sa-reducido se purific6 por cromatografia en columna de silice
eluyendo con hexano, acetato de etilo en una proporcién v/v (70:30) y por
cristalizacioncs.
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Sa-Dihidro-19-nortestosterona (SaNorT)
La SaNorT sec obtuvo reduciendo NorT con litio en amonfaco liquido. La

purificaciéon de Ia SaNorT resultante sc realizdé por cromatografia de "flash™
(63).

Acetato (178) de 17a-ctiniltestosterona (ETAc)

La acetilacion en 178 de la 17a-etiniltestosterona (Etisterona: ET) se realizé
en tetrahidrofurano con 4-dimetilaminopiridina y cloruro de acetilo a 0°C.
El ETAc formado sc purificé por cromatografia de "flash” y cristalizacién.

Acetato de Sa-dihidro-17a-etiniltestosterona (SaETAc)

El SaETAc sc obtuvo por reducci6én del acetato de etisterona con litio
metdlico, obteniéndose un rendimiento detl 65% del compuesto puro después
de 1a cromatografia de "flash” y cristalizacién.

3.- Caracterizaci6én de la unién dc MB->H con el receptor de
andrégenos

Para 1a determinacion de la K, el NSU y del cocficiente de sedimentacién
(S) de la unién del receptor de androgenos con la MB-*H se utilizé la
fraccion soluble (citosol) de la préstata ventral de las ratas, castradas 48 h
antes del inicio de los experimentos.

A).- Obtencién de la fraccién soluble o citosol

Los animales se decapitaron y el tejido se removié inmediatamente, se lavo
con una solucién amortiguadora (TEDM) compuesta de Tris-HC1 20 mM,
EDTA 1.5 mM, ditiotreitol 0.25 mM, molibdato de sodio 10 mM y 10% de
glicerol (v/v) con un pH de 7.4 a 4°C, se pes6 y se homogeneizé en
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solucién TEDM. en una relacién 1:6 (p/v) con un politr6n Brinkmann PT
10/35 (Brinkmann, Instruments Co. Houston, TX EUA). El homogenecizado
se centrifugé a 105,000 veces la gravedad (x g) durante 60 minutos a 4°C
en una ultracentrifuga Beckmann modelo L5-S0B (Beckmann, Instruments
Inc. Palo Alto, CA. EUA), y el sobrenadante (fraccién soluble o citosol) se
utiliz6 inmediata

mente.

B).- Cinética de saturacion del receptor de andrégenos

Los estudios de la unién al equilibrio de MB-’H, con el receptor de
andrégenos, pemrmitiecron determinar Kd y el NSU del receptor de
andrégenos.

Se tomaron alfcuotas de la fraccién soluble de la préstata ventral de la rata
(3.1 &+ 0.2 mg proteina/ ml) y se incubaron con una concentracién fija de
MB-H (1 nM) y concentraciones crecientes (0.5 a 6.0 nM) de MB
radioinerte durantc 18 h a 4°C. Para la determinacién de la unién no
especifica, se incubé otro grupo de tubos conteniendo t nM de radioligando
y un exceso dc 100 veces de 1a MB radioinerte. El esteroide libre se separé
del complejo esteroide-receptor con la adicién de 0.8 nial de una suspensién
de carbén-dextrin (0.25% de carb6on activado y 0.025% de dextran T-70
disuclto en solucién TEDM), los tubos se agitaron durante S minutos y se
centrifugaron a 3000 rpm por 10 min cn una centrifuga Beckmann modelo
J-68B, utilizando un rotor JS-4.2 de radio miximo de 254 mm. E! contenido
de radiactividad se determiné en un espectréometro de centelleo liquido
Packard TRI-CARB modelo 2660 (Packard Downers Grove, IL. EUA)
después de 1a adicién de 5 ml de una solucién de centellco para muestras
acuosas. La eficiencia del espectrémetro para la medicién del *H fue del

©45%.

La unién especifica se determiné substrayendo la unién no especifica de la
unién total, como ha sido previamente descrito (64).
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Los resultados sc graficaron a !la mancra de Scatchard (64) para la
determinacién de la K, y los NSU.

C).- Determinacién del coeficiente de sedimentacién del receptor de
andrégenos

El patr6n de sedimentacion del complejo MB-H-receptor de andr6genos sc
estudié en gradientes lincales de densidad de sacarosa (20-35%).

Una alicuota de citosol de préstata ventral de rata (15 mg de proteina/ ml)
sc¢ incub6 durante 18 h a 4°C con una concentracién 2 nM de MB-H en
ausencia o presencia de 200 nM de MB radioinerte, la adici6én dc este
exceso sirvié para determinar la unién especifica del ligando con el receptor
de andrégenos. El esteroide libre se separd del complejo esteroide-receptor
con la adicion de 0.8 ml de la suspensién de carbén-dextrin, los tubos se
agitaron durante 5 min y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min a
" a-ecC.

Del sobrenadante se tomaron alicuotas de 0.5 ml (7.5 mg proteina/ ml) y se
depositaron en la parte superior de cada gradiente preparado previamente en
un formador de gradientes (Buchler Instruments, Fort Lee, NJ. EUA). En
fortna paralela se preparé un gradiente conteniendo albamina sérica de
bévino (ASB) como referencia tefiida con azul nafto! que tiene un coeficiente
de sedimentacién de 4.6 unidades Svedberg (S). Los gradientes se
centrifugaron a 370,000 x g a 4 °C durante 2.30 h cn una ultracentrifuga
Beckmann modclo L8-70 en un rotor vertical VTi 65 con radio miximo de
84.5 mm. Posteriormente, ¢l fondo de los tubos se perforé y se colectaron
fracciones dc 5 gotas para determinar ¢l contenido de radiactividad de cada
fraccion en un espectrémetro de centelleo liquido. El coeficiente de
sedimentacién del complejo MB-"H-receptor de andrégenos se determiné por
el método de Martin y Ames (65).
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4.- Estudios dc compctencia de los esteroides naturales y
sintéticos por ¢l receptor de andrégenos

Alfcuotas (4.6 + 0.5 mg proteina/ mi) de la fraccion soluble de las préstatas
ventrales de las ratas se incubaron durantc 18 h a 4 °C con una
concentracion 2 nM de MB-’H en presencia de concentraciones crecientes
(10-500 nM) de los siguicentes esteroides radioinertes: MB, T, NET, NorT,
ET y dc sus correspordientes derivados Sa-reducidos. El esteroide libre se
separ6 del complejo esteroide-receptor at adicionar 0.8 ml de la suspensién
dc carbon-dextrin, Los tubos se agitaron durante 5 min y se centrifugaron
a 3000 rpm por 10 min a 4 °C y se tomaron alicuotas del sobrenadante para
determinar el contenido de radiactividad en un espectrémetro de centelleo
liquido. Las afinidades relativas de unién (ARU) se calcularon de acuerdo
a la siguiente ecuacién descrita por Reel y Cols. (66)

ARU = [Llwx / [Clsox
donde

[L)lwx = Es la concentracién molar de ligando que disminuye al 50%
1a unién de radioligando del receptor.

[Clsox = Es la concentracién molar de competidor que disminye ¢l S0%
de la unioén del radioligando del receptor.

y las constantes de inhibicién (K)) fucron determinadas mediante la ecuacién
del método descrito por Cheng y Prussoff (67)
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K, = IC, + C/K,
donde .

IC,, = Es la concentracién molar del inhibidor que disminuye el
50% la unién del radioligando del receptor

C = Es la concentracién molar del radioligando

Ky = Es la constante de disociacién del ligando

S.- Determinaciéon de la actividad androgénica de los esteroides
naturales y sintéticos sobre la B-glucuronidasa en el rifién del ratén.

La determinacion de 1a actividad dec 8-glucuronidasa cn el rifién del ratén se
realiz6 mediante cl método de Fishman (68), con algunas modificaciones.
Sclcccionamos este modelo para evaluar la actividad androgénica de los
esteroides debido a que en csta especic, ¢l riiSn no posce actividad
detectable de Sa-reductasa. lo cual facilita el estudio de esteroide sin la
interferencia de 1a reduccién enzimatica y ademas porque en este tejido, la
B-glucuronidasa, cnzima lisosomal quc hidroliza los glucurénidos de las
esteroides, es andrégeno dependiente por lo que puede ser estimulada por
la administracién dc¢ estas hormonas (69,70).

Inicialmente se recalizaron varios estudios para establecer las condiciones
experimentales de la incubacién, incluyendo experimentos bajo diferentes
condiciones, variando: la concentracién del monoglucurénido de
fenolftaleina (1.0-30.0 mM); la concentracion de proteinas de rifién (0.6 -

4.5 mg/mil); la temperatura (30-80 °C) y el tiempo de incubacién (0 a 150
min).
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La actividad de la 3-glucuronidasa rcnal se cuantificé cn preparaciones del
ejido de ratones machos aduitos con 5 dfas de castracién.

Los esteroides, previamente purificados por cromatografia en papel sc
disolvieron en el PPG y se administraron durante 5 dfas consecutivos, por
vfa subcutdnca (sc) en las siguientes dosis: T y DHT a 125u4g/40ul; NET,
SaNET, NorT, SaNorT, ETAc y SaETAc a la dosis de 400ug/40ul. Los
grupos de animales intactos (I) y castrados (C) tratados sélo con cl PPG
sirvieron como testigos e¢xperimentales.

Al término de los tratamicntos, los animales se decapitaron para obtencr los
rifiones, los cuales se lavaron con agua bidestilada y desionizada, sec pesaron
y se homogeneizaron con agua en una proporcién 1:40 (p/v) en un politr6n
por dos perfodos de 5 segundos a 5000 rpm. Alicuotas de 0.2 m! (1.5 mg
proteina/ ml) dc! homogencizado se incubaron durante lh, con una
concentracién de 30 mM de monoglucurénido de fenolftaleina disuclto en
una solucién amortiguadora de acctato de sodio 0.2 M a un pH de 4.5 a 60
°C en un incubador metab6lico Dubnoff (Precision Scientific Co. Chicago,
EUA.) con agitacién constante. La reaccién se detuvo con la adicién de 5
m! de una solucién amortiguadora dc 2-amino-2-metil-1-propanol 0.1 M a
un pH de 11. (amp) La intensidad del color generado por la fenolftaleina
liberada se¢ deternmind a 550 nm en un espectrofotémetro Beckmann modelo
DU-6. La concentracién de fenolftaleina sc derivé de su curva patrén
(2-8ug) y se us6é para calcular la actividad de la enzima, la cual fue
proporcional a la fcnolftaleina liberada.
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6.~ Evaluacion de la actividad androgénica dc los csteroides

naturales y sintéticos sobre ¢l crecimiento de los 6rganos sexuales
accesorios de la rata macho

A ratas machos adultos con 8 dias dc¢ castracién sc les administraron por via
sc y durantc 10 dias consecutivos los siguientes esteroides disueltos en el
PPG: T y DHT en una dosis de 250ug/100ul y NET, SaNET,. NorT,
SaNorT, ETAcy SaETAc en dosis de 2 mg/100ut. Los grupos de animales
imactos (I) y los castrados (C) tratados solamente con ¢l PPG fueron
utilizados como controles en los expecrimentos. Al finalizar los tratamientos,
los ammalcs se decapitaron para remover la prostata ventral y las vesiculas

les, eli dndosc del dltimo tejido el fluido por medio de presién
manual. Los 6rganos se lavaron con una solucién isoténica de NaCli (0.15
M), se¢ secaron y se registraron los pesos.

La determinacién de la concentracién de proteinas en los experimentos sc
realizé por el método de Bradford (71) cuando asi se requiri6.

VI ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del peso de los 6rganos sexuales accesorios de la rata macho
y de la actividad dc la B-glucuronidasa en el rifién del rat6n fueron
analizados mediante la prueba de anilisis de varianza (Anova) y la t-Student
(72). Las diferencias entre los grupos comparados se consideraron
significativas cuando los valorcs de “p” fueron menores de 0.05 (p < 0.05)



Vil RESULTADOS

1.- Sintesis quimica de los esteroides no disponibles
comercialmente

Sa-Dihidronortetosterona (SaNET)

En la sintesis dc SaNET, ¢l rendimiento dec Ja reaccién para obtener el
compuesto puro fue del 85%. Las constantes determinadas para cstablecer
el grado de su purcza quimica incluycron: punto de fusién (225°C); rotacién
especifica en cloroformo (+ 5.5°): absorciéon de infrarrojo (KBr)
3300,2950,2910,1710 cm’' y resonancia magnética nuclecar [CDCI,]

2.57ppm(s.1H) y 0.9ppm(5.3H).

Sa-Dihidro-19-nortestosterona (SaNorT)

En la sintesis de SaNorT. ¢l rendimiento de la rcaccién para obtener cl
compucsto puro fuc del 94% . Las constantes para establecer el grado de su
purcza quimica fucron: punto de fusién (135°C); rotacién espcecifica en
absorcién de infrarrojo (KBr) 3300,

cloroformo (+61.6°);
y resonancia magnética nuclear [CDCL]é

2950,2910,2850,1710 cm!
3.6ppm(t,J=7.5 Hz,1H),1.5ppm(s.desp. D,0O,1H),0.77ppm(s,3H).

Acctato (178) dc 17a-Etiniltestosterona (ETAc)

En la sintesis de ETAc, ¢l rendimicnto de la reaccién para la obtencién del
compuecsto puro fue del 60%. La purcza quimica de ETAc se establecié
determinando su: pumto de fusiéon (160°C); rotacidn especifica en
cloroformo (+18.27°); absorcién de infrarrojo (KBr) 3275, 2950, 1740,
1670, 1245, 1225 em’'. y resonancia magnética nuclear [CDCL}S
5.6ppm(s.1H), 2.53ppm(s,1H). 2.03ppm(s.3H), 1.16ppm(s,3H),

0.9ppm(s,3H).
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Acctato de Sa-Dihidro-17«-Etiniliestosterona (Sa«ETAc)

En la sintesis de SaETAc. ¢l rendimicnto de la recaccidén para la obtencién
del compuesto puro fue del 65%. Las constantes determinadas para
establecer su purcza quimica incluyeron: punto de fusién (185°C);
rotacién especifica en cloroformo (-21.4); absorcion de infrarrojo (KBr)
3275, 2950, 1740, 1250, 1225 cm’ y resonancia magnética nuclear

{CDCL16 2.55ppm(s, 1H), 2.03ppm(s.3H), 1.03ppm(s.3H),
0.86ppm(s,3H).

2.- Caracteristicas de uni6n del receptor de andrégenos en el 6rgano
blanco

Los resultados del anilisis de saturacion y del estudio cn gradientes de
densidad de sacarosa, utilizando MB-H (un csteroide sintético con
elevada afinidad por el receptor de andrégenos, que no se metaboliza ni
se une a las protefnas transportadoras para hormonas sexuales (73-74))
demuestran la presencia de receptores de andrégenos en la fraccién
sotuble de la préstata ventral de la rata. El eswdio cinético del complejo
MB-*H-receptor de andrégenos se caracteriza por una K, de 1.71 nM, y
un nidmero estimado de sitios de unién (NSU) de 2.3 nmolas/mg de
proteina (figura 1A). El anilisis de los gradientes lineales de sacarosa
indican que el cocficiente de sedimentacién del receptor de androgenos ©s
de 8.2 Unidades Svedberg (S) (figura 1B).
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3.- Intcraccién de esteroides naturales y sintéticos con el receptor prostitico
de andrégenos

A).- Interaccién de la Noretisterona, la Testosterona y sus derivados
Sa-reducidos.

La competencia de las concentraciones crecientes de NET, SaNET, T y

DHT por los sitios de unién del receptor de andrégenos ocupados por la

MB-’H se muestran en la figura 2 (Panel A y B) y las ARU y K, se

informan en la tabla 1. Los resultados demuestran que la afinidad rclativa

de la SaNET por el receptor de andrégenos es mayor que lade NET. La K;
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dcl derivado Sa-reducido de la NET c¢s en consecuencia menor que la de la
NET, de manera similar como ocurre con los andrégenos naturales T y
DHT. En cfecto, la K; de 1a DHT y de la SaNET son significativamente
menores que las de 1a T y 1la NET.
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B).- Interaccion de 19-Nortestosterona, 17a-Etiniltestosterona y sus
derivados Sa-reducidos

La competencia de NorT, ET y sus derivados Sa-reducidos por los
receptores de andrégenos ocupados con MB-’H se muestra en la fig 3
(panecl A y B). Las afinidades relativas y las K, de NorT, ET y sus derivados
Sa-reducidos se presentan cn la tabla 1. Los resultados demuestran que la
afinidades relativas de la SaNorT y de la NorT son semejantes. Las K; de
los dos esteroides 19-nor son similares entre si (tabla 1). Sin embargo, las
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afinidades rclativas dc ET y SaET son diferentes, el compcetidor con mayor
afinidad por los sitios de unién del receptor de andrégenos es el derivado
Sax-reducido de 1a ET (fig 3 Panel B), cl valor su K; fue menor que la de la
ET (uabla 1). Una observacién interesante de estos resultados es que
comparando las afinidades relativas de 1a NorT y de la SaNorT con las de
12 ET y SaxET, es evidente que los esteroides etinilados son los competidores
con menor afinidad.
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Tabla 1.C de bk (X)) v afinidades relativas
de unién (ARU) de ios estercides naturales vy sintéticos por
ol de andré

(*) ARU se determiné de acuerdo a Reel y cols.(66)

(*®) Los valores de K, se caicularon de acuerdo a Cheng y Prusoff
({.¥4]

4.- Actividad androgénica de los esteroides naturales y sintéticos sobre la B-
glucuronidasa en el rifién del ratén y el crecimiento de los 6rganos
sexuales accesorios de la rata.

Para determinar la actividad de la B-glucuronidasa en el riiién del rat6n
Balb/c, experimentos previos sc realizaron para establecer las condiciones
experimentales de las incubaciones. Los resultados de estos estudios nos
permiticron asegurar quc la concentracion de monoglucurénido de
fenolftdleina utilizada en los experimentos (fig. 4 Panel A) es suficiente para
saturar la enzima de las preparaciones del tejido renal. La estimacion de la
constante de Michaclis (K,) de la B-glucuronidasa en la grifica tipo Eadie-
Hofstee (fig. 4 Panel B) es de 0.22 mM. Las concentraciones de proteina
renal adecuadas para evitar un mayor factor de dilucién se ¢stablecen entre
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1.5 a 2.0 mg/m! (fig. 5 Panel A) mientras que. la temperatura y ¢l tiempo
de incubacién 6ptimos son 60°C y 1 hora respectivamente (fig. 5 Pancl B

y O).
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A).- Actividad androgénica de Norctistcrona, Testosterona y sus
derivados Sa-reducidos
La administraciéon de 1a NET (400ug/dia/5 dfas) a los ratones castrados,
incrementa significativamente la actividad de 1a B-glucuronidasa en el rifion
(p < 0.0001) cuando sc compara con 1a actividad enzimética de los animales
castrados que s6lo recibicron ¢! vchiculo. De manera similar, la
administraciéon de dosis idénticas de la SaNET a los ratones castrados,
aumenta 1a actividad de la enzima pero en menor grado (p< 0.01) tal y
como se muestra en 1a figura 6 y ecn la tabla 2. Los resultados demuestran
que la actividad androgénica de 1a SaNET es menor que 1a de 1a NET.
La administraciéon de la T (125 ug/dia/5 dias) a los ratones castrados
aumenta significativamente la actividad de 1a B-glucuronidasa (p < 0.001),
restaurando completamente 1a actividad enzimaitica a los niveles observados
en los animales intactos, mientras que con la administracién de la DHT en
1a misma dosis, ¢l incremento cs significativamente mayor que el que se
produce por 1a administraciénde 1a T (p < 0.0001) ver la figura 6 y la tabla
2
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Tabla 2. Actividad de 8-Glucuronidasa renal de ratones

tratados con (os estercides v
TRATAMNENTO ACTIVIDAD &-GLUCURODMIDASA
(U/mg de proteina)e
Sin trat. CN 23.2 =+ 5.3 °
(PPG) C/C 13.3 = 1.8
T 24.3 >+ 3. 80
DMT 37.8 + 8.1 °°
NET 64.4 = 20.1 *
SaNET 19.2 = 3.7 =
NosT 32.8 + 4.0 *
SaNorT 46.5 > 9.2 **
ETAC 41.7 = 8.3 *
SaoETsC 29.3 + 40 @
cn e of de ¥ sin tr ! C/C C ol de animales
! d d conp # ficol (PGG): (®) Actividad enzimética (U/mg de
proteinae): = d iacio &nd

. La variabilidad de los resuftados entre

los grupos. se tiz6 di Is prueba Anova resultando un valor de

F= 18.39 y una p < 0.00005.

E! analisis mediante ta prusba t-Student d a las sigui diferencias

significativas: (®) p < 0.0001 para los grupos tratados con NET, NorT, ETAc
fueron d

con el grupo control castrado; (*®) p < 0.01 para
los grupos tratados con DHT y SoNorT cuando fueron comparados con el grupo
tratado con T y NorT respectivamentes; (€ ) p < 0.01 para el grupo tratado con
SoETACc do fue ado con el grupo tratado con ETAcC: (=) p< 0.01
pera @l grupo tratado con SaNET cuando fue comparado con el grupo control

castrado; (C) p < 0.001 para ei grupo tratado con T cuando fue comparado con
el grupo control castrado.
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Los resultados son similares cuando se cxaminan las actividades
androgénicas de Ila NET, 1a T y las de sus derivados Sx-reducidos para
incrementar ¢l peso de los 6rganos sexuales accesorios de las ratas
castradas. La administraciéon de la NET a la dosis diaria de¢ 2 mg durante 10
dias conscculivos a las ratas castradas incrementa significativamentc ¢l peso
dc la prostata ventral y de las vesiculas seminales cuando se¢ compara con
los animales castrados tratados con ¢l vehiculo (p < 0.0001) ver la figura 8
y la tabla 3. Por el contrario, cl tratamiento con la Sa«NET a la misma dosis,
no aumenta cl peso de los 6rganos sexuales accesorios de los animales
castrados resultando similar al del grupo control castrado tal como se
observa en la figura 8 y 1a tabla 3. A diferencia de estos resultados, la
administracion de la DHT (250 ug/dia/ 10 dias), incrcmenta €l peso de los
O6rganos sexuales accesorios de los animales castrados (p < 0.0001),
micntras que con la administracién de idénticas dosis de la T, ¢l aumento es
menor (p< 0.001). La actividad androgénica de 1a DHT es significa-
tivamente mayor que la de la T (p< 0.001) particularmentc cuando se
compara el crecimicnto de la préostata ventral (fig 8; wabla 3).
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B).- Actividad androgénica de 19-Nortestosterona, 1 7a-Etiniltestosterona y
sus derivados Sa-reducidos

La administracién de la NorT (400ug/dia/5 dfas) a los ratoncs castrados
incrementa la actividad de la B-glucuronidasa renal alcanzando niveles
significativamente mayorcs que los observados en los animales castrados
tratados con el vehiculo (p < 0.0001), tal y como se observa en la figura 7.
Cuando el derivado Sa-reducido de NorT se administra a 1a misma dosis,
su actividad es significativamente mayor que la de la NorT (p < 0.01) para
inducir la actividad de 8-glucuronidasa renal (fig. 7: tabla 2).

El tratamiento de la ETAc (400ug/dia/5S dias) incrementa significativamente
1a actividad dc la B-glucuronidasa renal en los animales castrados cuando sec
compara con el grupo control castrado (p< 0.0001) (fig. 7: wabla 2).
Mientras que, la administracién de dosis idénticas de la SxETAc a los
animales castrados aumenta aunque en menor grado la actividad de la
enzima (p< 0.001). La actividad androgénica de la SdETAc sobre la -
glucuronidasa renal es menor que la de 1a ETAc (p < 0.01) (fig. 7; wabla 2).
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Cuando sc cvalta la actividad de la NorT, la ETAc y de sus derivados Sa-
reducidos sobre el incremento del peso de los érganos sexuales accesorios
en las ratas castradas, los resultados muestran algunas diferencias, con los
obtenidos cn el biocensayo de la B-glucuronidasa cn el rifién del ratén.

La administracién dc la NorT (2mg/dia/10dias) a las ratas castradas
incrementa significativamente el peso de la préstata ventral (p < 0.0001) y
de las vesfculas seminales (p< 0.001) en comparacién con ¢! de los
animalcs castrados tratados con ¢l vehiculo (fig. 9: wabla 3). Con ¢l
tratamiento de la SaeNorT a Ia misma dosis. ¢l tncremento en el peso de los
6rganos scxuales accesorios es significativamente mayor que el de 1a NorT
(p< 0.001) ver 1a figura 9 y la wabla 3.

Intercsantemente, el tratamicnto de la ETAc (2mg/dia/10dias) a las ratas
castradas, no irkluce cambios significativos ¢n el peso de 1a préstata ventral
ni de las vesiculas seminales (fig. 9). los resultados son similares a los
observados con ¢l grupo control castrado (tabla 3). Esta falta de actividad
androgénica también se observa en cl peso de los 6rganos sexuales

accesorios de los animales castrados tratados con dosis idénticas de SeETAc
(fig. 9: tabla 3)
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Tabla 3. Peso de la préostata ventral y vesiculas seminales de ratas tratadas con
los esteroides naturales y sintéticos.

TRATAMIENTO PROSTATA VENTRAL VESICULAS SEMINALES
{mg)e - {mg)e

Sin wrat.CNl 148.9 = 31.7 179.8 + 47.0
{(PPG) C/C 46.0 = 13.0 116.4 + 28.49

T 88.3 = 11.4 © 171.0 x 17.8
DHT 1394 = 19.7 = ¢ 183.4 = 35.7 =~
NET 82.% x 17.0 = 173.2 =+ 20.5 =
SaNET 58.0 x 6.3 121.1 = 14.8
NorT 101.2 = 12.7 180.7 = 32.6
SaNorT 144.1 = 29.8 236.2 = 16.49
ETAc 70.9 x 12.5 149.2 = 14.0
SaETAC 66.7 = 16.49 147.9 = 19.2

C/l Control de animales intactos sin tratamiento; C/C Control de animales
castrados tratados con propilenglicol (PPG): (@) Peso (mg) de 6rganos sexuales
ios: dia =+ d iaci6n esténdar. La comparacién entre Ios grupos
mediante {a prueba Anova demostré variabilidad an: los pesos de la prostatas
vaentrales, rasultando el valor de F= 32 .46 vy Ia p < 0.00005 y en los pesos de
las veasiculas seminales con el valordo F= 17.24 y la p< 0.00005.
E! anglisis mediante Ia prueba t-Student demuestra !las siguientes diferencias
significativas: (*) p < 0.0001 para los grupos tratados con NET y DHT cuando
fueron comparados con el grupo control castrado; (**) p < 0.001 para el grupo
tratado con DHT cuando fue comparado con el grupo control castrado: (¢)
p< 0.001 para el grupo tratado con DHT cuando fue comparadc con e! grupo
tratadocon T: (O) p< 0.001 para el grupo tratado con T cuando es comparado

con ¢l grupo control castrado.
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Vill DISCUSION

Un nimero crecicnte de cvidencias cxperimentales han  establecido
claramente qQue la Sa-reduccién enzimitica del doble enlace en el anillo A
de la molécula de la T, a nivel de cicrtos 6rganos andrégeno-sensibles,
modifica tanto su interaccién con el receptor intracelular de los andrégenos,
aumentando su afinidad de unién asf como su potencia androgénica (9-14,
17, 21). Estas observaciones han permitido adoptar ¢l concepto, ahora
clasico, del efecto amplificador que la Sa-reduccién induce a nivel de una
diversidad de 6rganos blanco para los andrégenos. Estos hallazgos
invalidaron la hip6tesis de quce la saturaciéon del doble enlace del C-4 de las
hormonas csteroides solamente constituia un mecanismo de inactivacién
(28).

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio confirman y amplian las
evidencias que la reduccién enzimitica del doble enlace de la NET
(progestina sintética anticonceptiva derivada de la T) la biotransforma cn un
derivado con mayor afinidad relativa por los sitios de unién del receptor
intracelular dc andrégenos, de mancra similar a lo que se¢ ha observado con
1a Sa-reduccién del andrégeno natural T (57, 60, 61). Sin embargo, revelan
que la Sa-reduccién de la NET disminuye su actividad androgénica a
diferencia de lo que ocurre con la Sa-reduccién enzimitica de 1a T la que
amplifica su actividad biol6gica, asimismo, los resultados aportan
informacién relevante que permite identificar 1a relacién enure las
caracteristicas estructurales de la progestina con la expresion de este cjecto
paradéjico de la Sx-reduccion.

El anilisis de los resultados obtenidos de la cinética de unién de la MB-*H
con los receptores de andrégenos de la préstata ventral de la rata demuestran
que ¢l valor de la Kd de 1.71 nM asi como el del coeficiente de
sedimentaciéon de 8.2 S del complcjo MB-H- receptor de andrégenos son
similares a los obtenidos en estudios previos rcalizados en éste (75) y en
otros laboratorios (76-81) para el receptor de andrégenos, tanto de la
prostata como de otros tejidos andrégeno-sensibles de otras especies de
mamiferos que utilizan la MB-*H u otros radioligandos. Lo que indica que
el radioligando utilizado en este estudio se une con alta afinidad a los
receptores de andrégenos, por lo que ascgura que la competencia de los
csteroides naturales y sintéticos por los sitios de unién del rcceptor sea
especifica.

El aumento de la afinidad resultante de la Sa-reduccién de NET por el
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receptor de andrégenos confirma los resultados reportados por Chivez y
cols. (57), quicnes determinan la estercoespecificidad de la NET y de sus
derivados Sa-reducidos por los diferentes receptores para hormonas
esteroides scxuales y ademis demuestran que SdNET se unce al receptor con
mayor afinidad que NET. Sin embargo, el aumento producido en la afinidad
por la Sa-reduccion no sc reproduce en la actividad androgénica de la
progestina, que por el contrario la disminye.

Una posible explicacion de la disminucién inesperada de la actividad
androgénica de 1a NET después de su Sa-reduccién podria ser que la forma
reducida (S5aNET) experimentc mayor actividad metabdlica
biotransformiéndosc a moléculas androgénicamente inactivas. Sin embargo,
un cstudio comparativo del metabolismo in vitro de NET y T tritiadas en la
préstata ventral de la rata (56), dcomuestra que ambos esteroides son
eficicnticmente bioconvertidos a varios compuestos Sa-reducidos que
incluyen a sus correspondientes derivados Sa-dihidro y 3« y 38 tetrahidros;
los estudios de cinética indican que !a velocidad de formacién de los
derivados reducidos de la NET y de la T presentan un patrén similar. Por
lo tanto, se dcscarta la posibilidad de que la disminucién observada de la
actividad androgénica de la SaNET obedczca a su rdpido metabolismo a
moléculas menos activas, ya que no se encuentran diferencias significativas
en la velocidad de bioconversion de la NET y de la T.

Orra posibilidad es de que 1a SaNET sca bioconvertida a estrégenos, como
un medio fisiol6gico para climinar su cfecto androgénico, esto resulta poco
probable ya quc cxisten datos en la literatura quce indican que la presencia
del carbono 19 asi como la presencia del doble enlace en ¢l carbono 4 ¢n la
molécula del andrégeno son requerimicntos estereoquimicos indispensables
en la molécula del esteroide para que sc lleve a cabo la reaccién de
aromatizacion biolégica, 1a cual procede via una hidroxilacién en el carbono
19 scguida de la formacién de un doble enlace cn ¢l carbono 1 y la
remocién del metilo angular (82-84). Barbieri y Cols. han informado que la
NET pucde biotransformarse a 17«-ctinilestradiol en preparaciones de
microsomas de¢ placenta ricas en aromatasas (85) sin embargo, dada la
extraordinaria pequeiia formacién del esteroide fenélico, en condiciones de
gestacion, la posibilidad dc que NET sca aromatizable en condiciones
fisiol6gicas de no embarazo e¢s muy poco probable.

Una tercera alternativa para explicar el efecto paradéjico de la Sax-reduccion
de la NET es examinar la relacién de las caracteristicas estructurales de la
progestina con estc efecto. Por lo que los resultados de los estudios de
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competencia de 1a NorT y su derivado la SaeNorT por 1os sitios de unién del
receptor de androgenos indican que la So-reduccién no aumcenta  ni
disminuyc la afinidad relativa de la NorT. Una observacion por demaés
interesante es quc tanto la NorT como la SaNorT presentan afinidades
relativas mayores que la de T lo cual, significa que la auscencia del carbono
19 favorece 1a union de 1a T con los receptores de andrégenos, debido a un

aumento de su afinidad por 1os sitios cspecificos de union. Estudios similares
de unién in vitro,

realizados en varios O6rganos andrégeno  sensibles
confirman estos hechos (86-88). Es interesante scflalar que otros cstudios

con esteroides derivados de 1a progesterona también demuestran que la
remocioén del metilo angular incrementa la afinidad del esteroide por el
receptor de progesterona (89).

El comportamicnto de 1a interaccién de 1a molécula de ET y de su derivado
Sa-reducido con ¢l receptor de andrégenos es diferente. La Sa-reduccion de
1a ET incrementa su afinidad relativa por el receptor de andrégenos de
manera similar como ocurre con l1a reduccion del andrégeno natural T, 1o
que permite sugerir que la presencia del grupo 17«-ctinilo no interfierc con
¢l aumento de su afinidad relativa inducido por 1a Sa-reduccién; sin
embargo, la observaciém que las afinidades de la ET y de la 5«ET son
menores que 1as de 1os esteroides naturales T y DHT y 1as de 1a NorT y 1a
SaNorT sugiere que 1a presencia del grupo 1 7a-etinilo en la motécula de 1a
T disminuyc su afinidad relativa por 10s sitios de unién de los receptores de
androgenos. Respecto a este hallazgo, Shain y Boesel (90) propusieron que
debido a un impedimento alostérico producido por el grupo 17a-ctinilo, et
radical 178-hidroxilo de la molécula de T no interactiia adecuadamente con
€l receptor de androgenos, disminuyendo 1a afinidad del esteroide; hallazgos
similares en estudios de competencia fucron informados por Zakiar y To6th
(91) y por Ojasso y Raynaud (92) quicnes cstudiaron el efecto la 17a-
alquilacién particularmente la sustituciéon 17a-etinilo, sobre la afinidad

rclativa de diferentes esteroides por los receptores andrégenos de vesiculas
seminales y préstata ventral de la rata, respectivamente.

Los resultados hasta aqui discutidos, confirman la observaciéon de que 1a S5a-
reduccién del doble enlace en 1a molécula de T favorece un aumento en la
afinidad por los receptores de androgenos y demuestran que 1a ausencia del
metilo angular (C-19) y la presencia del grupo 17«x-etinilo afectan de modo
diferentc la afinidad del andrégeno natural T. La ausencia del metilo
incrementa su unién mientras quec la presencia del

grupo etinilo la
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disminuye. El incremento de la afinidad que se produce por la remocién dcel
metilo angular ¢n la T no se modifica despu€s de su Sa-reduccién, mientras
quc la presencia del grupo etinilo en la molécula del andrégeno a pesar de
que disminuye ia afinidad no impide cl efecto amplificador de la Sa-
reducci6én. Estos resultados por lo tanto, ofrecen una explicacién plausible
para comprender el aumento de la afinidad de la NET por el receptor de
andrégenos como resultado de la Sa-reduccion.

La observacion de que la Sa-reduccién de la NorT amplifica sus actividades
androgénicas de un modo similar a como ocurre con la Sa-reduccién de la
T demucstra que 1a ausencia del metilo angular C-19 no interfiere con el
aumento dc la actividad androgénica quc induce la Sa-reduccién enzimdtica
y revela que esta modificacién en la NET no esta relacionada con Ia
disminucién de su actividad androgénica cuando se¢ Sa-reduce el doble
cnlace de su anillo A.

Por ¢! contrario, la disminucién dc la actividad androgénica que resulta con
la Sax-reduccién de ETAc particulamente cuando sc¢ examinan los resultados
de la induccién de la B-glucuronidasa renal demuestra que la presencia del
grupo l7a-etinilo impide el aumento que la Sa-reduccién induce en la
actividad biol6gica de la T y ofrece una cxplicacién plausible para entender
el efecto paradéjico de la Sa-reduccién de NET sobre su actividad
androgénica. La incapacidad de ETAc y dc su derivado reducido para
incremcentar ¢l peso de los 6rganos sexuales accesorios indica que carecen
de complctamente de actividad cn estos tcjidos.

L.os resultados obtenidos durante la evaluacién de la actividad androgénica
de NET en su forma Sa-reducida, emplecando dos diferentes bioensayos
cuantitativos, confirman y amplian los estudios de Morali y cols. (61)
quienes han demostrado que la administracion simultinea de NET con 178-
estradiol a ratas machos, castrados por largo tiempo, restaura cl
comportamiento scxual sefialando una gran actividad androgénica dec la
molécula de NET, mientras que la Sa-reduccién de NET induce una
disminucién significativa en su potencia androgénica conductual cuando se
administra con el estrégeno.

Este efecto paradéjico de la Sa-reduccién sobre la actividad androgénica de
NET también parcce ocurrir con su actividad progestacional. Guticrrez-Sagal
vy cols. (93) demostraron que la reduccién del dobie enlace en el anillo A de
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la NET no s6lo disminuye significativamente su actividad progestacional
estudiada a través de la determinacién del contenido endometrial de los
productos de la expresién del gen de 1a uteroglobina en concjas prepiberes,
sino que ademads la SaNET exhibe una potente actividad antiprogestacional.
Rcel y cols. (68) también demostraron que la SaNET inhibe Ia proliferacion
endometrial inducida por la progesterona. Muy recientemente Castro y cols.
(94) informaron que la administraciéon de la SaNET induce un potente cfecto
anti-implantacién cuando se administra a las concjas fertilizadas.

IX CONCLUSIONES

En conclusién, los resultados obtenidos en este estudio confirman que la Sa-
reduccién de la NET no amplifica sino por ¢l contrario suprime la actividad
androgénica a nivel de los 6rganos blanco, atn cuando induce un incremento
en la afinidad por el receptor de andrégenos. Tal efecto paradéjico de la
reduccién de la Sa-reducciéon de la NET parece ser debido al grupo 1 7«-
etinilo presente en su molécula.

X COMENTARIOS FINALES.

En su conjunto este estudio confirmia la importancia del metabolismo de las
progestinas a nivel de los 6rganos cfectores como un mecanismo modulador
de la expresion de sus actividades hormonales. Sin ecmbargo, surgen algunas
prcguntas sobre la participacién del grupo 17a-etinilo en: el proceso de
activacién del receptor de andrégenos, que involucra cambios
conformacionales inducidos por su unién al esteroide y su fosforilacién
necesarios para la translocacién nuciear del complejo esteroide-receptor; en
la unién y activacién del complejo a las sccuencias espcecificas de los genes
andrégeno-regulados. Por lo que se sugiere el disefio de estudios en sistemas
celulares aislados o en fracciones sub-cclulares que permitan un mayor
entendimiento del mccanismo intimo de accién de la NET y de otras
progestinas sintéticas, incluyendo a las dc la tercera generacién.
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MATERIALS AND METHODS

Radioactrve materal and chewncals

(6.7-*H)-Norethusterone (‘H NET) specific u:uwn
55 Cimmol and  [1.2,6,7-'H]-tevtosteren, 1T
speaific actwity: 102 Cummal were ohtaine (x..m
New England Nuclear Rescarch Producrs Boston,
MA, U.S.A). [172-mcthyl *H]-dimethyl- 1% -nostes-
tosterone (“H-mibolerone) speaific actnary 85 Cv
mmol and unlabelled mubolcrone were purchased
from Amersham Internauonal ple (Bucks . K
Radiochcmical punty of [*H]-steroids was established
by paper or by thun-layer chromatographic behaaour,
snd by repeated naallizanons to constant speafic
activity. Radi UT, 52 dibyd (DHT,

3a,53 and 38,52, :ndrm(an:dluh. NET, ET, and ET

Lemus 1 ol

acetate (ETAC:, NADPH. and #-clucuronidase amsay
reagenn were supphed by Sigma Chemical Co. (St
Lous, MO, USA) All solvents and teagents used
were of anahvueal grade

Svmihens of soemd dentdnines

53.NET and the 33,53 and 34,53 terrabvdro NET
denvauves  (31,51-NET, 38,53-NET, were syn-
therized from NET as previously descnibed [14]. S3-
dibydio 19n0r T ($x-19n0rT), Sa-dihydta ET (S3-
ET) and Sa-cuhydro ET acetaie (32-ETAc) were syn-
theuzed by LHthrum-smmona reduction of their corre-
sponding unsawrated compounds, cnstallized from
ethy! acetate-hexane and punfied by flash chromatog-
taphy [15] Chemucal punry of sterowds was awsesscd
by thewr melung points, hugh pressure hquid chroma-
tography behavour, infrared absorpuon, and 'H-
nuciear magnenc resonance. The phyucal and spec-
wrscome constants of the A-nng reduced denvaoves
of 1900fT, ET, and ETAc were 21 follows

FLYSRY T S SC,-OMY = s 007, i r mas

THIN MR €O, (4) O Te s,

S18 0 OM duappean s DO Ve G

a1 . LT /ru. o Tet .
Viw Az, Ui vmeo. ¥ CDOI, 0w
O IR L L w, e C eyt
e

et TA e s IAC, ekl L1yt e

s L1780 THNMR CDO,
O ae v NG, in,
CaoL el

Ammal and e

Adutt male Wintar rats (250300 2) and adult mate
Balbve muce (30-3%5 g) used throughout thus study
were kept under a 14h light10h dark cycle and
mainamed  on  food  and  water  od  hbuum
Gonadectomies were performed under hight ether
anacithesia Animals were killed by decapitation; the
appropriate  tssues  were  wmunediately  removed,
blotied and weghed and then submtted 1o exper-
imental procedures

Androgen recepior bining studies

The presence of high affinity androgen binding uites
in cyrosol preparauons of rat venwral prostates was
asscased by 2 hinear sucruse gradient labelling tech-
migue unung ['H]-mubolerone as the radiohgand, as
previcusly descnbed [16]

The Lbaum d and the oyto-
10! hmined-<apaaity binding sites, for rat ventral pros.
tate androgen receptar, were stucied by 3 saturation
analvsis uung [PHl-mubolerone as the racdioligany
[t

To evaluate the interacuon of NET and its 53.
reduced denvauve with rar prostate AR, appropnate
Vool preparanons obuined from animals castrated




A Parsdomcal Effect of $3-Reducion *

48 h before the . were
with 2 N [*H)-mubolerone at 4°C in d\e Provenee o
of

steroid competitons. including NET, 5a- NF_T. mbo-
terone, T. and DHT. At the ¢nd of the incubsucn
-penod, bound and free fractions were icpsrated by
the the ofa

son (DCC) and mcubated for
Incubanons with DCC were

10 min  at Q'C

in adult racs castrated eight days pror to the exper-
wnents. Animals were divided 1nto eight  groupt
(n = 7-0 cach) and submitted to daily atctord treat-
ments for 10 consecuave days. Sicroids were dis
solied «n PG and admunastered s.c. (10O ul). T and
OHT wetc miven ac the dailly dose of 250 ug, whereas
NET, 32-NET, 19nurT, $3-19norT, ETAC and Sa-
ETAC were adrmunisicred 3t 2 mg per day. Two ad-

oy

gauon at 800 x g for 10 mun, snd aliquots were wub-
mutted ro countng in s Packard Tn-Carb
Bquid i

umng
(Packard, Do'ntr‘vav! ., U.S.A) ss the count-
:he

goups of it (=9 and casrated
(m = 12) rats, recerving velucle alone, scrved as con-
wols. At the end of the tesmment penod, amumals
were lulled and thew ventrsl prostates and seminal
vesscles were utuncdiately removed, bioned and

spmcific
The relative binding affinines (RBA) for AR of
l°nnr‘l‘. ET, snd M Sa-reduced denvatives were
by I bound

x 10 the nearexr 0.1 mg.
Addinonal expeniments were camcd out to deter-
mine the effect of $ upon the androgen ag-
omsuc, of NET,
19narT, and ET unn‘ the mouse kidney S-glucuroni-

lH]—ﬂubnktnne from cac ventral pr
binding sites, as described sbove. The RBA and mbhs-
etion consants (x.) of each steroid in dnpllc:rntnr

pro-
cedures dncr\btﬂ by Reel e al {17)] .nd mn‘ and
Prusoff [18], respectivety.

Assaspomant of androgemuc potency of wnsaruraiad and 3a-
redwced suvonds

To ¢ of vanous
natural mmmumwws-md
derivatives, two bicemays were used: the aodrogen-
induced S-glucuronidese s<ctiviry in tbe mouse kidncy
and the androgm-induced growth of male rat scces-

wy-nocpn..
The

in
adult nuce castrated 3 days bz!on e ex

were divided into cight groups (m = 7o
coch) and submitted 10 daily _ resunents for
five ive days. S d

in pro-
pPylenegtycol (PG) sad i

dase male muce were divided into
wx @oups (m = B each), and submutted (o daily com-
tined steroid weatments. Steroids were dissolved in
PG and adrrunistered s.c. (40d). NET. 52-NET,
19n0sT, 5x-19nocT, ETAc and 33-ETAc 3t a daly
dote of 300 ug cach were umuliancously admanistered
wnth DHT (250 ug/dsy) for five consecutive days.
Two addimonal groups (n = A each) of casrated mice
recemving either vehicle alonc or DHT (230 ugrday)
for five days served a3 conuols.

Im oo metabolic srudies

Venual proswstes from adult
before the expery s, were in Krebs-
Ringer phosphate buffer soluson, pH 7.4, Thauc
preparations (10 mg protein) were incubated in tphi-
cate with a ungle concentrsbon (2 uM) of ether
CH)-labdled NET or T (3 4Ci). in the presence or
stecnce of 0.3 mM NADFPH in a final volume
baoon of 1 ml Incubsuons werc carried out

Ao, castratet 48 h

Lmd(doul).mmm‘-olubdnynln.MSA.
ET, they were used in as their

(s.c) Dubnofl at 37.5°C for 2 h, unng
ar as the gas phsse. Tissuc-less incubations were
uscd s

ing 178-scetate derivatives. T and DH’!‘ were given st
s dosc of 1235 mg per day, wheress NET, Sa-NET,
1900¢T, 5a-190mT, ETAc, and S«-ETAc were admi-
nistered st 400 ;g pexr day. Two addicoas! groups of
intact (m = 5) and camruted (x = 5) mice, receiving ve-
hicle alone, served ss controls. Ar the end of the rest-
ment period the animats -mhlkdludxharhdnm
and h
water. Aliquou of kidney hotno'xrule- (zoo ) 16 mg

Al the endt of the incubation period
the steroids were extracted (4x) with three volumes of
ethyl acctate. The organic causcts were partuened
between petrolcum cther and 10% aqucous methanol.
Methanolic extracs from the NET incubstions were
added with 2.5 ug cach of NET, 5a-NET, 3a.5a-
NET, and 38,5e-NET s steroid camiers, whereas
2.5 ug cach of T, DHT, 3u,Se-endrostancdiol (3a.Sa-

dioh) and  3f.Sz-androvanediol (3,5a-diol) were
sdded 0 T i ion and radio-

prox:m) were am\nty

! purity of NET and T metabolitcs were

ter by the i of

[19]), with minor maodificsnons, uing the Sigms sasay
kit reagents. Results were expressed as S-glucuroni-
daze units (U) per milligram of protein.
The androgenic potency of unssrurated and Sa-
duced was al their 3

by an to that of steroid

carmiers in both paper (petroleum ether: benzenc:

mcthanol: water; 5:1:9:1) and thin layer (benzenc: ab-

solute 95:5) aphic sy and

successive r:cry-ualhun’on to obtain = :omum
The in

to induce vencral prostate and seminal vesicle growth

was dcl:rﬂun:d in a Packard Tri-Carb hqu:d sciaril-
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lauon spectrameter. Model J000 (Packard, Downers
Grove, 1) Counting ethcienay of [*H] was 4%%- and
Quenchung was corrected n all sampies by exteenal
standardization Formatbon of {'H-NET and {(‘H]-T
metabolites was calcutared trem the last enstal salues
and the results were expressed ay pmol mg proteinh

Statones

Kidney J-glucuronidase actvin data and accessory
sex Organ weights were analyied by the Student’s i-
test. Group differences were considered ugnificant ar
P <005 (two-taided tean)

RESULTS
Compennon of NET und $3-NET for androgen receptors

The resulis of saturauon analyan and hinear wucrose

gratient eapenments, uung [ H] mibalerone as the

a of the pi of a
1pecific #.2 & cytosol-located androgen receptor in the
rat ventral prostate. with an equilibrium dissocacon
constant of I.71 nM and a taturation binding capaaty
of 2 3 nmolmg of protewn, confiring and extending
ocur previous report uung a ifferent igand [16]

The cffects of increanung <oncentranons of non-
radicscuve NET, 52-NET. T and DHT upon the
1 H) ne to 4 cvtosol recep-
tory from rat venwtral proatate are shown in Fig. 1.
The order to the afhrun, for the androgen receptor
war. DHT>T >$2-NET>NET. The RBA and K
valuer of each steroid are histed in Table 1.

Compennon of 19morT, ET awd ther Sa-reduced demva-
atet for androgen recepwors

The of in of radioi-
nert 19norT, ET, and thewr Sa-reduced denvauves
induced 3 varving Jdegree of dusplacement of [*HI-
frubolerone from rat venwoal prostate cytosol AR, s
depicted in Fig 2. The moat potent steroid competi-
tars for androgen binding sites were $a-19norT and
tonorT. S3-ET also displayed a potent competitive
effect, although to a lesser extent, wheress ET was
effcctive only at hugh concenuations. The RBA and
K, valucs of each steroid are grven in Table 1.

ET and 5a-NET

Androgemc potency of &
The administration of NET (400 ug'day for five
day3) 10 casmrated mice induced an increase of kidney
B-gl d. actuwity to
{f* < 0.0001) than those nbl:rvtd N caswrated <onxml
animals, whereas the
dose of 52-NET to casrated mice had no effect upon
kidney enzyme activaty, as shown in Fig. 3. The ad-
miniatrason of T (1235 ug/dsy for
castrated mice fully restored kidney 8-

. ~rr
2 tmnET

wn—
PR
-
z | . e
=, I o Tea i soe
z
= oo 18y
= L .
R o owr
0 .\
o
g 0
e
s D TR RS
STEROID CONCENTRATHIN (nhM)
Fia 1. eflipet of

Troveed semreide weme e spwcific bimding of |'u|--u..-r-
e e cyiceel andregen recepiers. = emtral pree-
tase cywmsel (4-3 g Prwea/mn) trew Castraced sk

re1s wery lacubemnl SveTRIGNE with I aM |‘u|—-.-n-n— -
«c n-.n--.n-.-—-x-.n.—-—.-..-.‘--,-..
osace of greded
ONET), te-ilbytre-NET (i.-m—_‘l') (Famel A), mmd teatesssr
o (1), snd lo-dibidrorapesteroae (DHT) (Famel H). The
el binding of [*H)-mibokirone o Oe abesnce of reatioimery
tmraiis wus ert ac 100%. Each potar repreesmes tw mean ol

ree expurimwam i tplicas. For deaile see the wac

cantly greater (/< 0.001) potency than T 10 increasc
kidney enrymc sctiwty in casirated fice. a3 depictedt

wn Fig. 3.
Similar results were obtuned when NET, T, and
their Sa were for thesr

Takie 1. Relarrue bimdimg offimmes (REA) and seiadibom com-
s2avet (K) of mancul and HAIGC 1Lvouds fov anroges . epeors

acnivity to levels observed n intact
DHT wmven a: an idenncal dose exhibited a signifi-

Storoat compmnrars RBA- (N $e (nid)
mB w1
higher levels T vas
OHT o1
NET sit
of an Se.NET =
Vonoe T . 73
3e-10naT 71
five days) to ET won
$»ET 1ot
RBA wes 10 Reelen ol (17]

XK, values were calculscrd accordung 10 Cheng amd PrusfT 18]
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1"H] MEROLERUNE BINDING (4)
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B GLUCURONIDASE ACTIVITY (Wi puicrns
.
.

weated control animals (Fig. 5). The Sa-redtuced de-

cant incresse in the weighto of the ven: te  rivstive of l9norT. @iven st an identcal dose, exhib-
(P < 0.0001) and the seminal vesicles (F<0.001) ited » greater than 19norT
writh <) ed . (P< 0.01), in terms of hdnzy D—‘!u:uromd;se actvity

ic effect of DHT was e in mice, - 5.
potent than T administered at an identical dose, pur- The ldmxmmuon of !'.—I'A: (400 ug/d-y for five
ticul: in terme of wventral proswtate growth  days) i a (£ =< 0.0001) of

(P < 0.001), udcvucmd in Fig. 4.
The 3

of the NET moal-
ecule diminished -nd atmon cancelled it androgen-
ke ™ two di i .

Kdnecy fS-glucuronidase activity in castrated male
mice, a3 shown in Fig. 5. The Sz-reduced dcrivative
of ETAc, pv:n at an Idtﬂuﬂl dosc, also induced a
rise of Kdncy f-gb y with
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VENTRAL FROSTATE SEAIS AL VESICLES

g

P
vehick-rvamd greap: OF < 0.40) compured with the T-oue-
e grour.

a sgnificansly lower (P<001) potency than ETAc
(Fig. 5.)

When the potency of 19no¢T, ETAc, and their Sa-
reduced derivauves 1o induce ascceisory sex organ
growth was asscased in castrated rnale rars, the resulo

B GLUCHRONIDASE ACTIVITY ¢b Mp prkan)
4
.
AN

were sumilar but not i ! to those using
the mouse kidney #-glucuronidasc assay. The admin-
nuaton of 19narT (2 mgdsy for 10 days) to
cars ina i
weights of the ventral prosisie (P<0.0001) and the
seminal vesiclex (< 0.001). When 53-19norT was

dose, it i an of

and i vesicl
a significantdy greater (P <0.001)
19n0rT, us shown in Fig. 6.

Intercstingly, neither ETAC nor its Sa-reduced de-
Avative, sdministered st the daly dose of 2 mg for 10
consccutive dayt o casuated male rats had any sig-
nificant effect upon acccisory sex organs.

e b, with
potency than

S pemic and dron of NET, =Y | = >
19norT, ETAc and thair Sa-denvantes . N "
tined administration \ETAc plus DHT s
“The sdminiseration of NET plus DHT and 19norT minaustion of SeFTAc phs DI
plus DHT 4 an ; istic effect of ° iy el v0 that e I et
both synthenic steroids. Indeed. NET and 19n0rT  peaied with DT alone (Fig. 7). =

when given with DHT induced a significantly greater
increasc (< 0.01 and P <0.0001, respectively) of
mdney B i activity in male mice
comparcd with animals wested with DHT alooe
(Fig. 7). On the conwary, when 33-NET and Sa-
19n0rT were given simultancously with DHT a lack
of synandregenic effcct of these reduced denvatives
was obscfved in terms of mause kidncy enzyme ac-
dvicy (Fig. 7).

Matabolism of NET and T i the rat prosiaws

al with led NET andt
T that both exten-
sive ion to A-ring ites. As

shown in Table 2, the enryme-mediated A-ring re-
duction of both NET and T was NADFPH-dcpéndent,
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VENTRAL PRUSTATE SEMINAL VESICLES
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Table 3. Ia vumo permiatnom of A-nng coduced mctatadues of
[ H)-wwctmisterome and testorierome im the rat ventral pevisaie
1M mtated
{H]-Subueraic meatoiars Pt me pruren h
NADFH  No cotacior
Noratwsterone(NETY 30 NET e .ol
JuseNET 1230 23e
383e-NET n'%0 110
Testosmarone(T) Se-DHT LEEE ol X 1
Jude-dul 332 - ha
30,3 0~gui 2327 7.30

For derads e Matarude sad Methends. .

o1 has been previously described [20]. The s wiro
metabolic fate of NET and T in the prostate was
simslar, although T was e morc efficicnr subsaate for
the steroid izing The de-
rivatives of NET and T were the major isolated incu-
betion pr foll by their ing 33-
and 38-tetarahydro mewbolites (Table 2).

DISCUSSION

The results presented herein provide sirong en-
dence that y s jon of the syn-
thetic progestin  norethisterone  cnhances its relagve
binding saffinity for the inmracellular androgen recep-
tor, but diminmshes and simost cancels it androgen-
like cffccts. Indeed, experiments carried our in rat
venusl using di Tysi
8 signaficant incresse in the relative binding affinity of
Sa-NET to the 8.2 S cytosol-located androgen rrcep-
tos, with & i igni: in the K,
valuc compered with unchanged NET (Tabic 1), con-
fuming and cxtending previous results from chis leb-
omstory [12]. When the sndrogenic potency of NET
and 53-NET was by two di i
it became cvident that Awring reduction of the NET
molecule results @ s complete loss of its potent
androgen-like effects as shown in Fig. 3 and Fig 4.
These findings ere in a sharp contrast with the well-
i that 3 of the Ss- (vans

A/B ring j )] of

testosterone enhances both its RBA to the AR and its
sadrogenic potency.

Th?se suiking observations ruise the impornant

#3 to why 33-reduction of NET, a 19-nor,
ivad i . dre-

A matic of its y in spite of the
———a fact that 5a-NET exhibits & high RBA for the sndro-
-ibh DT gen and e us 10 i the asture
Oy thalr of this ical effect.
s acebvicy. This unexpected effect of Sa-reduction om NET
e T T e ) et =, could be caused by & more rapid bioconversion of $2-
28D) S NET into less sctive molecules. To rule ow this
OF < 0.8081 compared whh e DT ibili ® study aimcd to compare the in wivo
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metabolism of radiolabelled NET anda T in the rat

effect of A-

a pl bt

for dhe

veneral prostate was conducted. The rosulis o
that both NET and T were efficiently h“on\(ned to
acveral A-ang e
correiponding Sz-cihvdro and therr 3z- and )ﬁ<lem~
hvdro denvauves. The formation rate of “A-ang
reduced metabolites of NET and T presented 3 um-
tar patiern, 1 was NADPH. and 1t
to an almost sdentical extent, although T was s more
efficient subwtrate than NET (Table 2). Indeed. the
Sx-reduction of NET seems to be slower than that of
T, whercas the funther 33- of 38-reducuon of Sx-
NET appears to b slightly faster than that of DHT.
To asscis whether the lack of the C-19 methyt
group or the presence of the l7:-ﬂh'yny' moiety of

nng upon

Thesc resulis confirm and cxsmnd s oltmervatons
of Morall ¢ 4l (13] that NET, when adrunistered
with e -174 o long: L, was
able to restore full S3-
NET faded to
|ven with
of NET results in s ugnificans dimasution of s brhe-

vioural Thuis _ efect of
S3-reducnon upon the andragen-like posency of NET
also seemns to r with ws progescmsions) ectivicy.

Guaerrez-Sagal «¢ al. [2]] how demonmwesed the: A-
nng reducnon e(mm_hnﬂb
gcstational acuwity, as by the

the NET may be

t of the roe

effect of Sa-reducvion upon this
senies of exper was which aimed n

the AR and y of
19n0f T, ET and their Sz-reduced dervatives. The
results showed that 3z-reduction of 19-norT nesther
increased nor decreascd its effiniry for the sadrogen

pror, of
h d s i 1o the
(Fig. 2 and Table 1). Theie combined results pro-

s fu e Sa-
Nl?r denvauve = ac-
twniry. Reel o al [l7]h-—¢nh&—r~lb(
capability of 52-NET to inkilsit progesstrone-amtuced
endometnal) proliferaunon. Move recently Coago o al
{22] have reported chat Sa-NET displeys anci-anplan-
woon effccts, when given to mated adul fermale rab-
hu.mm-potenqum-l-wlh-w-‘h
RU-cso, the
the and ey

vided an explansuon for the finding that 3
of NET enhsnced (rwo- to three-fold) the specific
with

effects of severs! synthetic progesiuns howe twen well
123), we felt it wouki be of imterest o

stes in 3
similar 10 that obmerved with T, it3 parent compound
(Fig. t and Table 1).

The lndro-enac F.ﬂcnry o( 1900rT, ETAc and
their wes by
their effects upon the #-glucuronidsse acuvity in the

ssscts the effect of Sa-ceductian upon NET, 1%20cT,
and ETAc, in terma of their androgen symergistic and
sntagonistc scuwities.
- h of DHT phus
h, d NET thas this .
- > c&a i the saonme bidarey,

mouse kidney, and upon the growh of rat
sex organs. The results showed ths: Se-reduction or
19narT significantly incressed the kidney enzyme sc-
dwviry (Fig. 3), in a fashion similar to that obwerved
with T after its s--ndumcn (Fig. 3 and Fig. 0) A
simnilar & xhc

s
muon of DHT plus mum NET dorivative
had peither
zﬂemm:om-m“&h-
ution of the -nd:wmydthm—uak

its S The lxh of sstiesdro-

19norT by is S was
demonstrated in terms of the weights of the venwal
prostate and seminal vesicles in castrmted male ruts

by
genic effects of 5a-NET, -M“h—dm
may be by the ve! of

(Fig. 6). These results were incerpreted as indicating o al (23], chat dee ic amd anci-
that m—nov.l of the C-19 mc:hy! mp from the T androgenic effccn of synthec progrmims vary o s
does not Similar  resulcs  were

duced Lif of its the of 19%acyT plus
On the contrary, Sa-reduction  of h‘rA: resulted in  DHT uus S3-19n0¢T pll_ DHT. ladeed, 19ncrT
of its o that of

Hucuronidate sctvity in the mouse Vidney biosway

NET, -bzr:al Sa-19morT  id mot
E‘I'A: displayed an ani

(Fig. 5). As showm in Fig. 6, ETAc was unable 1o re-
store the weighs of the venural and

vesicles of castrated male rats, indicaung that this

was devoid of androgenic

5 of ETAc had no

effect at all on its biological potency (Fig. 7. The

data indi that the addition of » 172-ethynyl group

o the 1 P the

ifying effect induced by

and offers

wah DHT,

tvines of NET.
Taking all these results together, it can be com-
cluded that Sa-reduction of NET docs noc snplify,
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but does suppress 1ta androgen-hke activity i target
organs. 1n spue of s high RBA to the sndrogen

. Beaseioon WE g, L T J- Ellegeod | O M T. M. and
Manesn V'

ety i Puran plame dunng - st um orm ad-
nbe. Am T Ot et

receptor. Thus parsdomical effect of
scemns to be caused by the presence of a 1 Ta-cthynyl
sroup in the NET molrcule. Whether umlar findings

can be in ve sys-

tems © be and further
work i cub

and cee cells. The overall

data p for the that

the of at arger
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