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Resumen

El gestodeno (GSD) es una de las progestinas sintéticas mas efectivas utilizadas como
anticonceptivos orales disponibles en el mercado. EI GSD puede llevar a cabo sus efectos a
través de la interaccion con el receptor a progesterona (RP), el cual presenta dos isoformas
denominadas RP-A y RP-B con distinta regulacion y funcién. EI GSD tiene una afinidad por el
RP similar a la progesterona (P,4), pero no se une al receptor a estrdgenos (RE); sin embargo su
metabolito reducido en el anillo A, el 3p-5a tetrahidrogestodeno (38,500 GSD) si, y posee
actividad estrogénica. Sin embargo se desconoce si estas progestinas modifican el contenido
de las isoformas del RP in vivo; por lo que en el presente estudio se determind el papel que
tienen el GSD y el 3,50 GSD en la regulacion de dichas isoformas en dos tejidos
hormonoregulados como son el uUtero y el hipotdlamo de la rata. Para lo cual se
ovariectomizaron ratas de 180-220 g, a las cuales se les aplicaron via subcutanea los
siguientes tratamientos: 1) Vehiculo, dos dias (aceite de maiz/propilenglicol 10%); 2) E2, dos
dias (10 pg); 3) E2, dos dias + P4, dosis Unica al tercer dia (1 mg); 4) GSD, dos dias (300 pg);
5) 3p,5a GSD, dos dias (300 pg); 6) E2, dos dias + GSD, dosis Unica al tercer dia; y 7)E2, dos
dias + 38,5a GSD, dosis Unica al tercer dia. Mediante la técnica de Western Blot se detectaron
las isoformas del RP. Los resultados obtenidos muestran que existe una regulacién diferencial
en el contenido del RP por GSD y 3p,5a GSD, ya que en el Gtero el contenido de RP-A se
increment6 significativamente con GSD y con 3B,5a GSD sin que hubiera diferencias
significativas entre éstos dos, en tanto que el contenido de RP-B no se modificd
significativamente con ninguno de los tratamientos. En el caso del hipotalamo hubo un

incremento en el contenido de ambas isoformas por efecto del GSD y del 3p,5a GSD.
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1 Introduccion

La progesterona (P4) y el estradiol (E2) son hormonas sexuales fundamentales en la
reproduccion. Muchos de sus efectos estdn mediados por receptores nucleares. El receptor a

P, (RP) presenta dos isoformas (RP-A y RP-B) con distinta funcién y regulacion.

La P, y el E2 se han utilizado ampliamente como anticonceptivos orales. Una progestina
en combinaciéon con un estrégeno es la formulacién mas utilizada para la anticoncepcion
(Punyadeera et al, 2002). Sin embargo los efectos y los mecanismos por los cuales estos

anticonceptivos y sus metabolitos actian no han sido dilucidados por completo.

Por lo que en este trabajo se estudiaron los efectos de un anticonceptivo oral usado
ampliamente en el ser humano: El gestodeno (GSD) que se une al RP y su metabolito reducido
en el anillo A, 3p-5a tetrahidrogestodeno (3p,5a GSD) que se une al receptor a estrogenos (RE)

sobre el contenido de las isoformas del RP en el Gtero y el hipotalamo de la rata.

Mediante la técnica de Western Blot se detectaron las isoformas del RP. Los resultados
obtenidos muestran que existe una regulacion diferencial en el contenido del RP por GSD y
3p,5a GSD, ya que en el utero el contenido de RP-A se incrementé significativamente con GSD
y con 3p,5a GSD sin que hubiera diferencias significativas entre éstos dos, en tanto que el
contenido de RP-B no se maodificé significativamente con ninguno de los tratamientos. En el
caso del hipotdlamo hubo un incremento en el contenido de ambas isoformas por efecto del
GSD y del 3p,50. GSD.
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2 Antecedentes

2.1 Estructuray funcién de las hormonas esteroides

2.1.1 Generalidades

Las hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofébicos, solubles en
disolventes organicos que estructuralmente presentan en comidn como nucleo quimico basico al
ciclopentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo ciclico constituido por diecisiete atomos de
carbono dispuestos en tres anillos de seis atomos de carbono y un anillo de cinco atomos de
carbono) (Knobil, 1988). El término “esteroide” se deriva de la palabra griega estereos = sdlido;
la mayoria de ellos se sintetizan en el ovario, testiculo y glandulas adrenales utilizando al

colesterol como precursor (Figura 1).

Las hormonas esteroides desempefian un papel muy importante en la regulacion de
multiples procesos bioldgicos en los mamiferos, entre ellos destacan la homeostasis hidrolitica,
el dimorfismo sexual, la funcién reproductiva y la respuesta al estrés. Entre las hormonas
esteroides se encuentran los estrégenos, las progestinas, los andrégenos, los glucocorticoides
y los mineralocorticoides (Gonzéalez-Arenas et al., 2001). Estas hormonas modifican la actividad
celular al interactuar con sus receptores especificos. Los receptores a hormonas esteroides son
proteinas que en su mayoria se localizan en el nlicleo de la célula y pertenecen a una familia de
factores de transcripcibn que regulan la expresion de genes especificos positiva o
negativamente a través de la interaccion con distintas secuencias en el DNA denominadas

elementos de respuesta hormonal (Zhang et al., 1996).

Los esteroides son usados comunmente en la practica clinica. Los estrdgenos solos o en
combinacién con progestagenos son usados en la terapia de reemplazo hormonal (HRT por sus
siglas en inglés; Greendale et al.,, 1999) y proveen beneficios al reducir los sintomas
postmenopausicos (Sherwin, 1996), la morbilidad, mortalidad cardiovascular (Newton, 1998) y
actian como anticonceptivos (Huezo, 1998), entre otros. Por otro lado, los antagonistas a estas
hormonas son utilizados como abortivos (anti-P4) y los antiestrogenos (anti-E2) sin embargo,

son utilizados comanmente en la prevencién y tratamiento del cancer de mama (Powles, 1997;



Emmanuelle Alvarado Alvarez Antecedentes

McGregor y Jordan, 1998). Los beneficios de estos esteroides estan limitados por los efectos

secundarios que surgen de desordenes en la funcién endometrial, la cual esta alin muy poco

estudiada (Oehler et al., 2000)
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Figura 1. Sintesis de las hormonas esteroides. 1) 20, 22 desmolasa; 2) 3p-OH-esteroide deshidrogenasa; 3)
17a-hidroxilasa; 4) 17, 20-esteroide liasa; 5) Aromatasa; 6) 173-OH-esteroide deshidrogenasa. (Gore-Langton, 1988).
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2.1.2 Laprogesterona

La P, (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de hormonas esteroides, su nombre se
deriva del latin: pro = a favor y gestare = llevar, lo que denota el efecto de llevar o sostener el

producto de la concepcion (Pérez-Palacios, 1985).

La estructura quimica de la P, y de sus metabolitos (derivados hidroxilados o reducidos)
es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 atomos de carbono (Figura 2). Esta
hormona se sintetiza principalmente en el reticulo endoplasmico liso en las células de cuerpo
liteo, en el ovario, durante el ciclo menstrual (Hsueh et al., 1984; Hutchison et al., 1986). Su
sintesis esta regulada por numerosas hormonas como la luteinizante (LH), la hormona foliculo
estimulante (FSH), las prostaglandinas y los agentes p-adrenérgicos (Graham et al., 1995).
Otros 6rganos donde también se ha demostrado la sintesis de P, son la corteza adrenal, la
placenta (Goroscope y Freeman, 1985; Perrot-Applanat y David-Ferreira, 1982) y el testiculo
(Weisz y Ward, 1980; Dalkin et al., 1992). En el sistema nervisoso central (SNC) la P, se
sintetiza desde etapas embrionarias en neuronas, en células gliales de la corteza cerebral y del
cuerpo estriado de la rata desde el dia 17 de la gestacién (Zwain y Yen, 1999; Ukena et al.,
1999).

C,-Pregnano

HsC

Figura 2. Estructura del C,; Pregnano. Las letras muestran la denominaciéon de cada uno de los anillos de la

estructura principal de todas las hormonas esteroides. (Gore-Langton, 1988).

La P, participa en un amplio rango de actividades biolégicas en numerosos tejidos como
lo que se muestra en la Tabla 1. Sus efectos pueden ser estimuladores como en el caso de la
liberacion de la GnRH (Ke y Ramirez, 1987), de la dopamina (Dluzen y Ramirez, 1991) en la
induccion de la lordosis (Schaeffer et al., 1990); en la sintesis de uteroglobina (Beier, 1968), en
la reaccion acrosomal y en el flujo Ca?* en el espermatozoide (Meizel y Turner, 1991; Tesarik et

al.,1992) y durante la diferenciacién sexual (Guerra-Araiza et al, 2000); o bien, inhibidores como
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en la contractilidad uterina (Csapo y Resch, 1979) y en la sintesis de norepinefrina inducida por
AMPc en el hipotdlamo (Petitti y Etgen, 1992).

La sintesis de P, se inicia con la conversién del colesterol a pregnenolona y
posteriormente a P, (Figura 3), mediada por las enzimas 20,22-esteroide liasa y 3p-OH-

esteroide deshidrogenasa que se localizan en los tejidos u 6rganos anteriormente citados.

Colesterol Pregnenolona Progesterona

O
e —0 \\\ CH,
CH,

‘ CH,

Figura 3. Biosintesis de la P4. La biotransformacién de colesterol a P4 implica tres cambios estructurales en la
molécula: a) Pérdida de un fragmento de seis &tomos de carbono de la cadena lateral en el C-17. b) La oxidacion del
grupo alcohol en el C-3. c) La migracion del doble enlace del anillo B al anillo A. (1)= 20,22-esteroide liasa, (2) 3p-

OH-esteroide deshidrogenasa (Gore-Langton , 1988).

La P, puede reducirse para formar varios metabolitos, los cuales pueden incrementar,
prolongar o terminar los efectos de la P, o bien proporcionar mecanismos alternativos que
modulen las acciones de la hormona (Karavolas y Hodges, 1990) (Figura 4). Existen dos tipos

de metabolitos: los reducidos en el anillo A: Dihidroprogestinas (58 6 5a-progestinas), las cuales

tienen una gran potencia anestésica y las tetrahidropogestinas (reduccién en los carbonos 5y

3) que modulan la excitabilidad neuronal y la produccién y liberacion de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH). Existen otros metabolitos reducidos en el carbono 20 y en el

carbono 17, la 20ca-hidroxiprogesterona y la 17a-hidroxiprogesterona respectivamente, los

cuales presentan numerosas actividades en el organismo. Los metabolitos se sintetizan en el

ovario, el higado, el rifién, la placenta y el SNC.
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CHs
CHj ~
o}
CHs
O
Progesterona
a) Metabolitos reducidos en el anillo A
CHg CHj
HsC o HaC o)
CHz
O/
H HO b
dihidroprogestinas tetrahidroprogestinas

b) Metabolitos modificados en C-17 y C-20

CHy
HaC
HaC o
3 OH HO
OH
CHs GHs
/ o

O

20 alfa hidroxiprogesterona 17 alfa hidroxiprogesterona

Figura 4. Principales metabolitos de la P4. A) Metabolitos reducidos en el anillo A en C-5 y C-3 por la 5a-esteroide
reductasa y la 3a-esteroide reductasa, respectivamente. B) metabolitos reducidos en C-17 y C-20 sintetizados por la

17a-esteroide hidroxilasa y la 20a-esteroide reductasa, respectivamente.

Los principales érganos blanco de la P, son: El Gtero, en donde regula su proliferacién y

diferenciaciéon; el miometrio, en donde controla su contractilidad y mantiene las condiciones
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adecuadas para la implantacién del embriéon (Graham y Clarke, 1997); en el ovario, en donde
interviene en la maduracién y liberacion del ovocito maduro; en la glandula mamaria, en donde
promueve la proliferacion y diferenciacion del tejido alveolar de la misma, ademas de la
secrecion de leche después del nacimiento (Graham y Clarke, 1997). En el cerebro regula la
excitabilidad neuronal, el suefio, la reproduccién y la conducta sexual (Camacho-Arroyo et al.,
1994hb, 1995 y 1999), asi como la temperatura corporal durante el ciclo menstrual (Ganong,

1993).

Tabla 1. Acciones fisiol6gicas de la P4

Tejido Funcion

Utero / ovario Liberacion del ovocito (1)
Facilitacién de la implantacion (2)
Mantenimiento del embarazo (3)

Estimulacién de la regeneracion del estroma (4)

Glandula mamaria Desarrollo alveolar (5)

Regulacién de la sintesis de leche (6)

Cerebro Regulacién de la respuesta sexual (7)
Excitabilidad neuronal, suefio (8)
Regulacién de la Ovulacion (7)

Neuroproteccion (9, 10)

Pulmén Incremento de la ventilacion durante el ciclo menstrual y el

embarazo (11)

Hueso Regulacién de la masa del hueso (12)

(1) Susuki et al., 1994; (2) Graham y Clarke,1997; (3) Rotchild et al., 1983; (4) Clarke, 1993., (5) Topper y Freeman,
1980; (6) Savouret et al., 1990; (7) Camacho-Arroyo et al., 1995; (8) Camacho-Arroyo et al., 1999; (9) Gonzéalez-Vidal
et al., 1998; (10) Vongher y Fry, 1999; (11) Brodeur et al., 1986; (12) Wei et al., 1993.

Se han determinado dos mecanismos de accién por medio de los cuales la P, actia
dentro de la célula, son mecanismos genémico y no gendmico. El primero involucra la unién de
P, con su receptor intracelular (RP) para regular la transcripcién de genes especificos. El

segundo involucra la accién de la P, sobre las bicapas fosfolipidicas de la membrana celular,
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sistemas de segundos mensajeros, interaccidn con receptores membranales especificos e

interaccion con receptores a neurotransmisores como el GABA, (Mahesh et al., 1996; Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de accién de la (P4). 1) Uniobn con un receptor intracelular (RP) regulando asi la
transcripcion de genes especificos a través de elementos de respuesta a P4 (ERP). 2) La accion de la P4 sobre
bicapas fosfolipidicas. 3) Sistemas de receptores acoplados a segundos mensajeros como el de dopamina y los
receptores de factores de crecimiento (RFC). 4) Interaccion con receptores membranales a Pa4. 5) Interaccion con

receptores a neurotransmisores como el receptor GABA4 (Camacho-Arroyo, 2003).
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Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su funcién en el organismo, su
catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales:

1. Lareduccién en el carbono 20 y del anillo A en los carbonos 3y 5.

2. La formacion de los glucorénidos, donde se incrementa la polaridad de la molécula

formando compuestos hidrofilicos que facilitan su excrecion por via urinaria.

El proceso de reduccién de la P4 ocurre inicialmente en el carbono 20 dando lugar a la
formacién de la 20a y 20B dihidroprogesterona que tienen actividad biol6gica. Posteriormente
formara pregnandioles o pregnantrioles, los cuales al reducirse a glucorénidos seran excretados

por la orina (Figura 6).

HsC R
CHg
CHg
OH \\\\
E—e O\\\ R
CHj
— OH
HO
HO OH
Pregnantriol Glucorénido

Figura 6. Principales catabolitos de la P, donde A es el anillo “A” de los esteroides y “R” simboliza la posicién del
anillo B.

2.2 Elreceptor a progesterona (RP)

2.2.1 Caracteristicas principales del RP

La P4 lleva a cabo la mayoria de sus efectos en la célula a través de la interaccion con el
RP, el cual pertenece a la superfamilia de receptores a hormonas esteroides cuyos miembros

coordinan la morfogénesis y la homeostasis en respuesta a la unién con su ligando (Kastner et
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al., 1990). El RP es un factor de transcripcién que regula la expresion de genes a través de la
interaccion con secuencias especificas en el DNA (elementos de respuesta hormonal).

El RP humano es codificado por un solo gen localizado en el cromosoma 11g22-23, el
tamafio del cDNA es de aproximadamente 90 kb y comprende 8 exones y 7 intrones (Savouret
et al., 1990; Misrahi et al., 1993; Figura 7) y da lugar a un RNA mensajero de 3014 pb (Theveny
et al., 1987;

Estructuralmente, el RP esta compuesto por dominios que llevan a cabo las siguientes

funciones:

1) Dominio de transactivaciéon (A/B): Exén 1 (2380 pb). Participa en la regulacion
de la transcripcion de genes blanco.

2) Dominio de unién al DNA (C): Exones 2 (152 pb) y 3 (117 pb). Participa en la
dimerizacién con otro receptor y en la unién al DNA a través de la presencia de dedos de
Zinc.

3) Dominio de unién a proteinas de choque térmico (Hsp90; D): Exén 4 (306
pb). Participa en procesos de estabilizacién del receptor y en la translocacion al nicleo.

4) Dominio de unidn al esteroide (E): Exones 5 (145), 6 (131), 7 (158), 8 (153 pb).

Interaccién con el ligando y funcion de transactivacion.

5 3
Exones |Region promotora El Ee | [Es| [Es| [Er E;
2380 EOTI o T o Rl o H 153 pb
RP Transactivacion DHA Esteroide
1 165 546 597 636 738 786 830 882 933 3a
Proteina

Figura 7. Estructura del gen del RP humano. El gen del RP esté constituido por una regiéon promotora,
una regién amino terminal de transactivacion, una region de unién al DNA y otra de unién a la hormona.
Este gen constituido por 8 exones codifica para una proteina que pesa aproximadamente 120 kDa

(Mirashi et al., 1993).
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Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del aparato reproductivo de
distintos grupos de vertebrados (aves, reptiles, roedores, conejos, perros, vacas, primates); en
las células de la granulosa en el ovario (Milgrom et al., 1970; Feil et al., 1972) en las trompas de
falopio, vagina, testiculo (Terner et al., 1977); en las células de musculo de arterias uterinas
(Perrot-Applanat y David-Ferreira, 1982); asi como en el oviducto y bolsa de Fabricio de pollo
(Ylikomi et al., 1985; Gonzéalez-Moran y Camacho-Arroyo, 1998). El RP se ha localizado
también en la glandula mamaria tanto en tejido normal como neoplasico (Pollow et al., 1977;
Horwitz y McGuire, 1975) asi como en distintas areas del cerebro tales como el hipotalamo
ventro-medial, el area preéptica, la corteza cerebral y el hipocampo (Warembourg et al., 1989;
Camacho Arroyo et al., 1998). También se encuentra en el timo (Pearce et al., 1983), islotes
pancreaticos (Green et al., 1978); en células osteoblasticas (Gunnet et al., 1999) y el pulmén

(Camacho-Arroyo et al., 1994a).

El mecanismo general de accién del RP activado por el ligando es el siguiente:

En ausencia del ligando especifico, el RP se encuentra transcripcionalmente inactivo
formando complejos oligoméricos con proteinas de choque térmico (Hsp por sus siglas en
inglés) como las Hsp (70, 90, 59) (Beato, 1987; Chambraud et al, 1990; Schowalter et al.,
1991). Cuando la hormona circulante entra por difusién a través de las membranas citoplasmica
y nuclear (Litwack, 1992) se une al receptor causando los distintos cambios conformacionales
gue promueven la fosforilacién de éste (en residuos dependientes de ciclina A) y la disociacion
de las Hsp (Allan et al., 1992; Misrahi et al., 1987; Passienen et al., 1999; Clemm et al., 2000).

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por sitios en el DNA denominados
elementos de respuesta a P4, la union del RP activado a su elemento de respuesta permite
reclutar factores de transcripcién hacia la regién promotora para iniciar y regular la sintesis del
RNAm (Mahesh et al., 1996; Beato, 1989). Una vez que se ha llevado a cabo la transcripcion
del gen, el RP y la maquinaria transcripcional se desensamblan del gen blanco y el receptor

regresa a la fase de inactivaciéon (Rodriguez et al., 1990) (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo general de activacion del RP por su ligando. La P4 entra al ndcleo y se une a su receptor.
Esta unién produce un cambio conformacional en el receptor que aumenta su afinidad al DNA y asi el complejo
ligando-receptor interactlia con secuencias especificas llamadas elementos de respuesta hormonal (HRE) lo cual

modifica la transcripcién del gen blanco (Giangrande et al., 1997).

El RP es regulado a la alta por estrégenos y a la baja por P, en muchos tejidos blanco,
como el utero y el hipotalamo (Graham y Clarke, 1997; Camacho-Arroyo et al., 1994b;
Mendoza-Rodriguez et al., 1999).
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2.2.2 Isoformas del RP

En algunas especies de vertebrados (aves, roedores y primates) se han identificado dos
isoformas del RP denominadas A (80,000-94,000 Daltones) y B (108,000-120,000 Daltones;
Schrader et al., 1981; Horwitz et al., 1996; Guerra-Araiza et al., 2000). Ambas isoformas son
codificadas por el mismo gen pero son reguladas por distintos elementos de respuesta que se
encuentran contenidos en el promotor y son inducidos por estrégenos (Figura 9).

En el ser humano (Kastner et al., 1990; Figura 9) y en la rata (Kraus et al., 1993) las
isoformas del RP son originadas por distintos mensajeros, mientras que en las aves se originan
por un procesamiento alternativo de un mismo RNAm (Conneley et al., 1989).

Estudios bioquimicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad tanto a la P4
como al elemento de respuesta a P, (Christensen et al., 1991). El RP tiene la capacidad de
unirse al DNA como tres especies diméricas: AA, AB, BB. Se ha demostrado que la
transcripcién mediada por el RP no es igual cuando se forman homodimeros o heterodimeros e

interactlan con agonistas y antagonistas (Tora et al., 1988).

ATG-B ATG-A
{Met) (Met) TGA
IT-B IT-A
5 o R | AB c D E —3
115 737| 842
744 1236 3543 ph
-7 +31 +464 +737
4 ; 4 4 A
Region promotora Region promotora
de RP-B de RP-&
5Y ¥
Proteina AB C D E 110-120 kDa
RP-B
546 597 636 933 aa
5V 3
Proteina AB c D E 72-86 kDa
RP-A
165 546 597 636 933 aa

Figura 9. Organizacidén de las isoformas del RP humano. Los nimeros indican la posicién de las bases y de los
aminoécidos en el gen y en las proteinas de las isoformas de RP respectivamente. IT-B e IT-A: Sitios de inicio de la
transcripcion de las isoformas RP-B y RP-A respectivamente; A-E: dominios funcionales del RP; ATG-B y ATG-
A:lnicio de la traduccion de RP-B y RP-A respectivamente; Met: Metionina; TGA:Sitio de término de la transcripcion
(Kastner et al., 1990; Fujimoto et al., 1997).
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Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del tipo celular, del
gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos sistemas celulares la isoforma RP-B
actlla como un activador transcripcional de genes como el del virus tumoral mamario de ratén,
el gen que codifica a la tirosina aminotransferasa y a la timidina cinasa, mientras que el RP-A
funciona como un fuerte represor de la actividad transcripcional mediada tanto por RP-B como
por otros receptores a hormonas esteroides (Vegeto et al., 1993; Tung et al., 1993; Sartorius et
al.,, 1994; Clemm et al, 1995) como el receptor a estrdgenos, glucocorticoides,
mineralocorticoides y androgenos (McDonell y Goldman, 1994).

Se ha determinado que las diferencias en la actividad transcripcional de las isoformas del
RP se deben a distintos factores:

1.- La isoforma A carece de los primeros 165 aminodacidos presentes en la isoforma B
(Graham et al., 1995).

2.- La existencia de tres regiones con funciones de activacion (AF1, AF2 y AF3). Las dos
primeras estan presentes en ambas isoformas, mientas que AF3 solamente se encuentra en el
RP-B (Giangrande et al., 1999).

3.- La presencia de una regién con funcion inhibidora localizada en la regién adyacente a
AF que solo es funcional en RP-A. Estudios recientes han demostrado que esta region bloquea
la activacién de la transcripcion mediada por AF1 y AF2, pero no por AF3, presente en RP-B
(Huse et al., 1998; Wen et al., 1994).

4. Los dimeros formados por B:B tienen mayor capacidad de unirse a secuencias blanco
del DNA (Schoonen et al.,, 1998), mientras que los heterodimeros son mas inestables y
presentan diferentes propiedades de unién al DNA.

5.- EI RP humano es fosforilado al menos en catorce residuos, seis de estos sitios s6lo se
encuentran en el RP-B mientras que los otros ocho los comparten ambas isoformas (Knotts et
al., 2001).

La diferente distribucion y regulacion de estos sitios de fosforilacion en las isoformas del
RP puede conferirles diferentes estados conformacionales que los pueden hacer mas o menos
afines por las secuencias blanco y regular la transcripcién de un gen de manera especifica.

Estas observaciones sugieren que una alteracion en la expresion o actividades de ambas
isoformas pueden tener importantes consecuencias en la capacidad de respuesta a la P,. La
tasa de expresion de las dos isoformas varia en diferentes érganos y tejidos blanco (Ing et al.,
1993), RP-A es predominante en el Gtero de roedores (50:1) asi como en el sistema

reproductivo de monos y humanos (2:1; Lessey et al.,, 1983). sugiriendo que la expresiéon
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diferencial puede ser critica para la respuesta celular apropiada a la P, (Camacho-Arroyo et al.,
1998).

Por otro lado, los coactivadores de receptores nucleares son una clase de proteinas
correguladoras que interactian con miembros de la superfamilia de receptores nucleares de
manera ligando especifica para potenciar su efecto en la transcripcion de genes blanco (Figura
10). Funcionalmente los coactivadores sirven como puentes moleculares que unen al receptor a
la maquinaria basal de transcripcion (McKenna et al., 1999). Se ha observado que algunos
coactivadores tienen actividades enzimaticas que contribuyen a potenciar la transcripciéon de
genes. SRC-1, SRC-2, SRC-3 (Coactivadores de Receptores a Esteroides), p300/CBP y PCAF
(Factor Asociado a p300/CBP) tienen actividad de histona acetiltransferasa (HAT) y miembros
del complejo SWI/SNF presentan actividad de ATPasa (Sterner y Berger, 2000). La actividad
HAT modifica la estructura represiva de la cromatina neutralizando la carga positiva de las
histonas, interrumpiendo las interacciones i6nicas entre las histonas cargadas positivamente y
el esqueleto de DNA cargado negativamente.

La actividad HAT es la primera funcién enzimatica implicada en la transcripcién
dependiente de los receptores a hormonas (Spencer et al., 1997). Los coactivadores que tienen
actividad ATPasa fisicamente son capaces de abrir la estructura local represiva de la cromatina
permitiendo un facil acceso de otras proteinas auxiliares de la transcripcion (Jenster et al.,
1997). La existencia de coactivadores representa otro nivel de regulacién para la activacién del
RP.
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Figura 10. Activacién del RP. El RP est4 presente en un complejo inactivo con proteinas de choque térmico (HSP);
cuando la P4 se une al RP las HSP se disocian y el RP sufre cambios conformacionales que le permiten unirse a un
elemento de respuesta a hormonas (HRE), reclutar la maquinaria basal de transcripcion (MBT) y coactivadores de la
familia SRC. ElI complejo formado puede reclutar otros factores al promotor que pueden 1) Abrir la estructura de la
cromatina a través de su actividad de Histona Acetiltransferasa (HAT) y, 2) contribuir a la estabilizacién del complejo
de preiniciacién. Las vias de sefializacion que regulan la actividad de cinasas y fosfatasas en la célula contribuyen a
la activacion del RP, modificando su fosforilacion y la de los cofactores (Rowan et al, 2000).

2.2.3 Regulacion de la expresion de las isoformas del RP

Se ha reportado la expresion del RP en diversas regiones cerebrales como el tAlamo, el
hipotdlamo, el area predptica, el hipocampo, el cerebelo, la corteza cerebral, la amigdala y el
tallo cerebral (Camacho-Arroyo et al., 1994b; Cerbén et al., 1989; MacLusky y McEwen, 1978,
Kastrup et al., 1999). Se ha detectado la presencia del RP desde etapas embrionarias en el
hipotdlamo de roedores de ambos sexos, su expresion diferencial en distintas regiones
cerebrales, asi como su modificacion a lo largo del desarrollo (Wagner et al., 1998; Brown et al.,
1990), en diferentes condiciones hormonales como sucede durante los ciclos estral, menstrual o
en animales ovariectomizados tratados con E2 o P, (Camacho-Arroyo et al., 1998, Bethea et al.,
1988, Guerra-Araiza et al., 2000).
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En la mayoria de los tejidos estudiados se ha observado que la expresion del RP esta
regulada de manera positiva por estrégenos y de manera negativa por P4. La regulacién por
estrégenos sucede principalmente a nivel transcripcional y estd mediada por elementos de
respuesta a estrégenos localizados en la region promotora del gen del RP 0 en regiones
intragénicas del mismo (Kraus y Katzenellenbogen, 1993; Savouret et al., 1990). En el SNC de
la rata la expresion del RP es inducida por estrégenos en el hipotdlamo, el area predptica y el
hipocampo, mientras que dicha induccién no sucede en la amigdala y el cerebelo (Cerbén et al.,
1989; MacLusky y McEwen, 1978; Camacho-Arroyo et al., 1998).

Se ha observado que la regulacion del RP por estrégenos a niveles transcripcional y
traduccional en algunas areas del cerebro no es concordante, asi, los estrdgenos inducen un
aumento en los niveles de RNAm del RP en la corteza cerebral de conejas ovariectomizadas,
sin embargo éste incremento no se observa a nivel de la proteina, lo cual sugiere una
regulacién a nivel post-transcripcional (Camacho-Arroyo et al 1994b; Camacho-Arroyo et al.,
1996).

Los mecanismos moleculares involucrados en la regulacién a la baja por P4 son hasta el
momento desconocidos. Debido a la carencia de elementos de respuesta a P4 en el gen del RP
en mamiferos, es posible que tal regulacidn ocurra a nivel de la proteina (Kraus y

Katzenellenbogen, 1993; Savouret et al., 1990).

La tasa de expresion de las isoformas del RP varia de manera tejido-especifica, en
respuesta a los estimulos hormonales y de acuerdo a la etapa del desarrollo en la que se
encuentre el organismo, sin embargo se ha reportado que hay una expresion diferencial entre
las isoformas del RP, ya que se ha encontrado que para la corteza cerebral, el area preoptica y
el hipotalamo la isoforma predominante en la rata recién nacida es RP-B, pero esta expresion

se madifica al rededor del dia 12, cuando la isoforma predominante es RP-A (Kato et al., 1993).

En el Gtero de roedores y primates la isoforma predominante es la RP-A, aunque su tasa
de expresién varia durante los ciclos reproductivos (llenchuk y Walters, 1987; Mangal et al.,
1997; y Duffy et al., 1997), para el caso de la mujer se sabe que la expresion de ambas
isoformas alcanza su maximo durante la fase preovulatoria del ciclo menstrual, sin embargo, la
tasa de expresion RP-A:RP-B es > 10:1 durante la primera semana del ciclo; en los dias 9-13
es aproximadamente de 5:1; de los dias 14-16 es 2:1 y hacia el final del ciclo RP-B es

practicamente indetectable (Mangal et al., 1997).
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Se han reportado cambios en la expresion de las isoformas del RP en la hipdfisis de la
rata durante el ciclo estral, siendo notorio el aumento de la expresion de ambas isoformas en la
mafiana del proestro (Szabo et al., 2000). Ademas se han observado claras diferencias en la
regulacién de la expresion de las isoformas del RP a nivel del RNAm (Camacho-Arroyo et al.,
1998; Guerra-Araiza et al., 2000).

En el hipotalamo de ratas ovariectomizadas, la expresién de ambas isoformas del RP fue
inducida por estrégenos y reducida por P4, y en el area preoptica éstos cambios soélo se
presentaron en RP-B, mientras que en hipocampo la isoforma que presenté induccidén con
estrégenos fue RP-A, sin que la P4 tuviera efectos en la expresion de ambas isoformas
(Camacho-Arroyo et al., 1998). En condiciones fisiolégicas como en el ciclo estral, RP-B fue
predominante en el hipotalamo y en el area predptica, mientras que en el hipocampo no se
detectd una diferencia importante entre la expresion de las dos isoformas a nivel del RNAm
(Guerra-Araiza et al., 2000).

2.2.4 Regulacion del RP a nivel de la proteina.

Los mecanismos de accion de las hormonas esteroides han sido de los mas estudiados y
los que mas han contribuidos al estudio de la regulacién de la transcripcion. Uno de los
aspectos que estan siendo investigados actualmente es el de estabilidad de sus receptores, es
decir, su degradacion y recambio, lo cual ayudara a entender el funcionamiento de estos

receptores en diferentes condiciones fisioldgicas.

En la mayoria de los tejidos la expresion del RP esta regulada positivamente por
estrégenos y negativamente por P4. La regulacién por estrégenos ocurre principalmente a nivel
transcripcional y estd mediada por el RE a través de su interaccién con elementos de respuesta
a estrdgenos localizados en la region promotora del gen del RP o en regiones intragénicas del
mismo. En el SNC de la rata la expresion del RP es inducida por estrogenos en el hipotalamo,
el area predptica y el hipocampo, mientras que la amigdala es insensible a dicha regulacion
(Camacho-Arroyo et al 1998; Camacho-Arroyo, 2003). La regulacion negativa del RP por su
propio ligando ocurre a nivel de la proteina, al inducir la degradacién de la misma como se

detalla méas adelante.

Es bien conocido que las proteinas de las células eucariontes sufren un continuo

recambio, sin embargo, hay variaciones enormes entre ellas, y se sabe que pueden cambiar en
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horas o en dias. La degradacién de las proteinas ocurre principalmente en el lisosoma y en el
proteosoma 26S, que es un sistema localizado tanto en el ndcleo como en el citoplasma que
utiliza la célula para degradar proteinas que tienen una vida media corta, como son los factores
de transcripcion, reguladores del ciclo celular, protooncogenes o genes de induccién temprana
(y por lo tanto son de recambio rapido) y los receptores a hormonas esteroides (Nawaz et al
1999). Las proteinas degradadas por el proteosoma necesitan estar ubiquitinadas lo cual
implica la participacién consecutiva de tres enzimas, la enzima activadora de ubiquitina, el

complejo de enzimas conjugadoras de ubiquitina, y las ligasas de ubiquitina (Figura 11)
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Figura 11. Ubiquitinacién. Ubiquitinacién por medio de la enzima activadora de ubiquitina (E1), el complejo de
enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2), y las ligasas de ubiquitina (E3) (Gonzéalez Flores, et al, 2004)

En el caso del RP humano se ha observado que la P, induce la fosforilacion del residuo
Ser294 a través de la Proteinas Cinasas Activadas por Mitdgenos (MAPKSs). Esta fosforilacion
es una sefial para la ubiquitinacion del RP y su degradacién por el proteosoma 26S, por lo que
ademas de su papel en la activacion transcripcional, la fosforilacion es la sefalizacion que
promueve la regulacion negativa del RP por su ligando (Lange et al, 2000). Después de ser
fosforilado y poliubiquitinado, el RP es degradado por el proteosoma 26S, que se puede

localizar tanto en el nacleo como en citoplasma.

Se ha reportado que en el oviducto de aves, en lineas celulares de cancer de mama

humano, en gonadotropos de la hipdfisis de la rata y en diferentes regiones del SNC de la rata,
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la regulacién del contenido del RP por su propio ligando ocurre a nivel de la degradacién de la

proteina por el proteosoma 26S (Camacho-Arroyo el al 2002; Lange et al 2000).

2.3 Anticoncepcion
2.3.1 Métodos anticonceptivos

La anticoncepcion es la prevision temporal y reversible de la concepciéon que es la
consecuencia directa de la fecundacion del 6vulo. Se entiende por anticonceptivo o
contraceptivo al método destinado a prevenir en forma temporal y reversible la produccién de la
concepcién en una pareja fértii como los que se muestran en la (Figura 12). El posible
mecanismo de accidn de los diversos métodos anticonceptivos vigentes en la actualidad, puede

ser evaluado de acuerdo a si el método provoca:

» Inhibicién de la ovulacion

» Aceleracion en el transporte del 6vulo o del blastocisto (haciéndole llegar a la cavidad
uterina en un momento prematuro para su implantacion)

» Alteracién de las condiciones metabdlicas del endometrio.

» Efecto blastotoxico

* Moadificacion en las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas del moco cervical

(impidiendo el adecuado transporte del espermatozoide)
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Figura 12. Diversos métodos anticonceptivos usados en la actualidad. En la fotografia se aprecian de
arriba hacia abajo el diafragma, diferentes presentaciones de la pildora, espumas y jaleas espermicidas,
inyecciones hormonales, condon femenino, DIUs y condon masculino.

(http://ww.stii.dost.gov.ph/sntpost/frames/OcttoDec03/pg12.htm)

Los procedimientos destinados a evitar la concepcién se pueden clasificar en cinco grandes

grupos

ok~ wDNhPE

que son:

Métodos Naturales
Dispositivos Intrauterinos (DIU)
Anticonceptivos de accién local
Métodos Quirdrgicos

Anticonceptivos Hormonales
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2.3.11 Determinacion de la Eficiencia de un Anticonceptivo

La eficiencia en el uso de un método anticonceptivo se define en términos de su
capacidad para evitar los embarazos inesperados. Generalmente se expresa en términos de
una tasa de fallas por cien afios-mujer (1200 ciclos) de estar expuesta al riesgo de concebir. La
base para calcular esta tasa de procesos se conoce como la “Formula de Pearl” que se expresa

asi:

Tasa de fracasos = (Embarazos Totales) x (1200)

Meses totales de riesgo

En cualquier aplicacion de la féormula, el total de embarazos accidentales del numerador,
debe incluir todas las concepciones, cualquiera que sea el resultado final; el factor 1200 es una
constante que corresponde al nimero de meses que hay en cien afios. El total de meses de
riesgo, del denominador, se obtiene sumando los meses del periodo que se revisa (Ruiz-Dura,
1988).

La estandarizacion lograda con este indice se puede considerar como el niamero de
embarazos inesperados que se presentaria ya sea, en cien mujeres que utilicen un método
anticonceptivo especial durante un afio o bien, en una mujer hipotética que experimente un
siglo de fecundidad y de actividad sexual. En la Tabla 2 se presenta mas informacién al
respecto. Existen muchas pruebas de que, la completa ausencia de practicas de control sobre
la natalidad equivaldria a un total de aproximadamente 10 a 12 embarazos durante el periodo
de vida reproductora promedio; y esta cifra parece ser constante de una sociedad a otra y entre

grupos socioecondémicos distintos. (Ruiz-Duréa, 1988).
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Tabla 2. Principales métodos de control y prevencién de la natalidad. Tabla que indica los nueve
métodos principales de control de la natalidad por orden de eficacia (de arriba abajo). Las estadisticas se han tomado
de muchos estudios distintos, y son Utiles como indicadores de su eficacia (indice de Pearl). (Modificado de:
Haverman, E. Control de la Natalidad, p.59, Time-Life Internacional, Nederland)

METODO

EFICACIA
(Ndimero de embarazos
probables por cada 100
mujeres que usan este
método durante un afio)

POSIBLES EFECTOS
SECUNDARIOS

VISITA MEDICA
NECESARIA

ESTERILIZACION

0.003

Ninguno Operacién por un cirujano
umerto de peso nauseas; | | ELB IO B telos
0.3 generalmente terminan S
LA PILDORA después de varios meses de un médico; cas!todos
tratamiento recomlend_an_examenes
periédicos
pérdidas irrequlares de Deben ser insertados por un
DISPOSITIVOS 5 sanare incon%odidad al médico o técnico
INTRAUTERINOS 9 Yprincipio especializado; suele
aconsejarse un examen anual
DIAFRAGMA O TAPON 12
CERVICAL (CON La pomada o crema puede Debe hacerse sobre medidas
POMADA) ocasionar una leve irritacion tomadas por el médico
14
(aumenta la eficacia si se usa . No
CONDON con un anticonceptivo Ninguno
quimico)
20
. (La espuma de aerosol es o, No
BARRERAS QUIMICAS considerablemente mas Leve irritacion
eficaz
RECESO 18 Efectos psicolégicos No
METODOS 24 El médico puede ayudar a
) i u yu
NATURALES RITMO (el uso del termémetro Ninguno determinar los dias seguros
acrecienta mucho la eficacia)
DUCHA 31 Ninguno No
23.1.2 Métodos Naturales

Los llamados métodos naturales de regulacién de la natalidad son aquellos que proponen
impedir la concepcién evitando las relaciones sexuales en el periodo fértil del ciclo menstrual
femenino. Este tipo de métodos no utilizan ningun tipo de accesorio externo al cuerpo. Entre los
métodos naturales se encuentran el coitus interruptus en el que se descarga el liquido seminal
fuera de la vagina, la abstinencia de la relacién sexual durante el periodo fecundo del ciclo
menstrual (método de Ogino y Knaus) en el que la mujer se toma la temperatura rectal todas las

mafianas a lo largo de un nimero razonable de ciclos consecutivos tratando de detectar una
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elevacién pesistente (37.4° - 37.5° C) y detectar de esa forma el dia de la ovulacion (Corrado et

al, 1982). Entre las mas frecuentes estan estos métodos.

2.3.1.3 Dispositivos Intrauterinos (DIU)

Por muchos siglos los &rabes y turcos emplearon esta técnica para impedir la prefiez en
camellos, ya que era importante cuidar a los camellos hembra de un posible embarazo en las
travesias por el desierto. La técnica consistia en introducir, a través de la vagina, en el Gtero del
camello hembra, una piedra pequefia redondeada a aquellos animales que se preparaban para
el viaje.

La historia del DIU como anticonceptivo en la especie humana data del siglo XVIIl. En la
actualidad el método consiste en introducir al interior de la cavidad uterina, a través del cuello
uterino, un dispositivo de material plastico (polietileno) opaco a los rayos X y que contiene
sulfato de Bario como elemento de contraste radiolégico. Existen las mas diversas formas de
DIU (anillo, espiral, T, siete, etc.), a las que generalmente se les conoce con el nombre de quien
lo disefa. (Figura 13) (Ruiz-Durd, 1988).

Figura 13. Dispositivos Intrauterinos (DIUs). Diversas formas de DIUs elaborados con materiales plasticos
(polietileno)
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El mecanismo de accién de los dispositivos intrauterinos consiste principalmente en
modificaciones bioquimicas del endometrio, infiltracion linfocitaria, presencia de enzimas y
aumento del peristaltismo de las Trompas de Falopio.

En los ultimos afios, a algunos de estos DIU (tipo T y 7) se les ha agregado cobre (a
manera de un delgado alambre enrollado en espiral), que tiene un area de accién de por lo
menos 200 mm? los cuales desprenden diariamente de 20 a 100 mg de este metal. El DIU es un

método anticonceptivo cada vez mas empleado. (Ruiz-Dura, 1988)

2314 Anticonceptivos de Accion Local

Son los métodos anticonceptivos que actdan tratando de impedir la union del
espermatozoide con el évulo, interponiendo una barrera generalmente al nivel de la vagina. Los
métodos de barrera mas frecuentes son: tabletas, 6vulos, espumas usadas como espermicidas

vaginales, diafragma vaginal, lavados vaginales, y condones masculino y femenino. (Figura 14).

Diafragma Vaginal y Espermaticida Condén Femenino

3 —_— e e O

Condén Masculino

Figura 14. Anticonceptivos de accion local. Ejemplos de diversos métodos de barrera, entre los que se pueden

apreciar el diafragma vaginal y espermicida, y los condones femenino y masculino.
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Las tabletas, jaleas, espumas y Ovulos vaginales actian como anticonceptivos por medio
de las sustancias espermaticidas que contienen. Asimismo estan constituidas por dos
componentes: una sustancia espermaticida (acido boérico, acetato de mercurio) y una base
inerte (jalea, crema, espuma). La primera inmoviliza y destruye a los espermatozoides y la

segunda bloquea mecanicamente el cuello del utero o cervix. (Ruiz-Dura, 1988).

2.3.15 Métodos Quirurgicos

Existen ademas de estos métodos temporales y reversibles, otros métodos que son
definitivos e impiden posteriores embarazos llamados métodos quirargicos de esterilizacion.
Existen tanto para la mujer como para el hombre. En la mujer se practica realizando una
ligadura o seccién de la Trompa de Falopio (Salpingoclasia; Figura 15) y ésta puede realizarse
por via abdominal o vaginal. Para realizar este procedimiento, se hacen una o dos pequefias
incisiones en el abdomen (generalmente cerca al ombligo) y en un laparoscopio (tubo flexible)
se inserta un dispositivo similar a un telescopio pequefio. Luego, utilizando instrumentos que se
insertan a través del laparoscopio, las trompas se coagulan (se queman) y se sellan por medio
de cauterizaciéon o con un pequefio gancho que se ubica en la trompa. Después se sutura la
incision que se realizé en la piel. La paciente puede volver al hogar en unas pocas horas
después del procedimiento. La salpingoclasia puede también realizarse después de un parto a

través de una pequefia incisién cerca al ombligo o durante una cesarea.
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Antes

Figura 15. Representacion esquematica del Utero, Trompas de Falopio y Ovarios en la que puede apreciarse la

seccién en las Trompas de Falopio (Salpingoclasia) posterior a una intervencién quirtrgica

En el hombre se practica la vasectomia, que sirve para ligar los conductos deferentes con
el fin de provocar esterilidad permanente, evitando el paso de los espermatozoides fuera de los
testiculos (Figura 16). Esta intervencion quirlrgica se realiza generalmente en el consultorio del
cirujano, mientras el paciente esta despierto y sin dolor bajo anestesia local. En la vasectomia
se hace una pequefia incision en la parte superior del escroto debajo del pene, luego se ligany
se cortan los conductos deferentes para separarlos. Se cierra la incisién en la piel con puntos
de sutura. El paciente puede volver a su casa inmediatamente, puede retornar al trabajo al dia
siguiente (si es un trabajo sedentario) y reanudar la actividad fisica extenuante en un lapso de 3

a 7 dias.

29



Emmanuelle Alvarado Alvarez Antecedentes

Despues
/5

Figura 16. Representacion esquematica de una parte del aparato reproductor masculino, en donde puede apreciarse

la seccion en el Conducto Deferente (Vasectomia) posterior a la intervencion quirdrgica

2.3.1.6 Anticonceptivos Hormonales

La posibilidad de anticoncepcion por medio del uso de hormonas sexuales fue sugerida
por primera vez por Ludwig Haberlandt, un fisiélogo de la Universidad de Innsbruck, Alemania,
guien mostré en 1920 que las inyecciones de extractos del cuerpo liteo podian hacer infértiles
a los conejos. El sugiri6 que extractos similares podrian proveer de un método de control de
natalidad en mujeres (Haberlandt, 1921 en Fraser, 2000). La primera evidencia clinica sobre
este aspecto lleg6 con la demostraciéon, en 1940, de que la dismenorrea podia ser disminuida y
la ovulaciéon simultaneamente inhibida con la administracion de estré6genos (Sturgis, 1940 en
Fraser, 2000).

El desarrollo de la anticoncepcion hormonal moderna esperé6 a la sintesis de
progestagenos y estrogenos orales efectivos hasta principios de la década de 1950, cuando
Pincus, Rock y Garcia mostraron que la ovulacién en mujeres podia ser suprimida con esos
compuestos, los cuales fueron puestos en venta en 1957 en Estados Unidos de Norteamérica
para la “regulacién menstrual”. En 1960, después de modificaciones a leyes y refinamiento de
estos farmacos, salié a la venta el primer anticonceptivo oral combinado, conociéndose a la
formulacion como Enovid, compuesta de mestranol (150 ug; Searle, 1957) y diacetato de
etinodiol (10 pg; Sondheimer y Klibansky, 1959), los cuales son derivados quimicos del

etinilestradiol (Figura 17). El nombre popular de “La Pildora” fue acufiado dos afios antes por
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Aldous Huxley, quien posteriormente también dijo que el control natal por medio de la
anticoncepcion oral “no es solamente un problema en medicina, quimica, bioquimica y
fisiologia; es también un problema en sociologia, psicologia, teologia y educaciéon.” (Fraser,

2000). Este hecho constituyd uno de los eventos de mayor trascendencia en el siglo XX.

CH; OH CH; OH
.-III||ECH ~--||IIECH

Mestranol Diacetato de Etinodiol

Figura 17. Estructura molecular del mestranol (Searle, 1957) y del diacetato de etinodiol (Sondheimer y Klibansky,
1959), componentes de Enovid:

Las primeras versiones de la pildora contenian dosis muy altas tanto de estrégenos como
de progestagenos que eran farmacolégicamente necesarias para suprimir la ovulacién, por lo
gue el desarrollo histérico de la pildora ha consistido principalmente en una reduccién continua
y progresiva de la dosificacion (Fraser, 2000). Se desarrollaron ademas, nuevos progestagenos
en un intento de producir agentes con una actividad progestacional mas selectiva que
mejoraran el control del ciclo menstrual y minimizaran cambios metabdlicos, asi como otros
efectos adversos al tiempo que ayudaran a prevenir efectivamente el embarazo (Wilde y
Balfour, 1995).

Varios progestagenos han sido introducidos en el mercado desde principios de la década
de 1980. Todos difieren considerablemente en su estructura y en la relacion dosis-efecto, pero
comparten la propiedad comun de producir efectos androgénicos muy bajos (Kuhl, 1996). Los
principales productos que han aparecido son el Levonorgestrel (LNG) (1972) (Vandenbroucke,
1997), el Desogestrel (DSG) introducido en Holanda en 1981, el Norgestimato (NGM) en 1986
en Alemania e Inglaterra, el Gestodeno (GSD) en 1987 y el Dienogest (DNG) en 1991 en
Alemania, mientras que el Nomegestrol (acetato de nomegestrol (NOMACc) fue desarrollado en
Francia (Kuhl, 1996). Los nuevos anticonceptivos orales contienen en dosis diaria, como agente
estrogénico al etinilestradiol (20 pg) y como progestina cualquiera de los productos

mencionados anteriormente (Figura 18). La cantidad total de esteroides ingerida actualmente
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equivale a aproximadamente el 1.2% de la dosis original, siendo las nuevas combinaciones

sumamente efectivas (Fraser, 2000).

Figura 18. “La Pildora” en dos de sus presentaciones mas comunes. Ambas presentaciones contienen

un calendario e indicaciones para la administracion diaria. (http://workers.labor.net.au/pictures/146thepill.gif)

De acuerdo a London (1992) actualmente existen 3 categorias de progestagenos
sintéticos: Pregnanos (estructuralmente relacionados con la 17a-hidroxiprogesterona), Estranos
y Gonanos (derivados ambos de la 19-nortestosterona). Estos Ultimos son biolégicamente mas
potentes que los estranos (primeros progestagenos usados en las preparaciones
anticonceptivas orales combinadas) e incluyen al LNG y a sus tres nuevos derivados que son:
GSD, DSG y NGM. La unica diferencia entre el GSD y el LNG es un doble enlace entre los
carbonos 15y 16. (Wilde y Balfour, 1995). (Figura 19).

HsC 18 HeC 18
HO CH HQ CH
12w \17 i 12w \17 i
_ s
11 13 \ 11 13 \
| 16 | | 16
9 1 9 14 //
N7 g 15 0”107 g 15
Lol | | |
7 N1 NN 0/3\4/5\6/7
LNG GSD

Figura 19. Estructura molecular del Levonorgestrel (LNG) y del Gestodeno (GSD) (Wilde y Balfour, 1995)
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2.3.2 El gestodeno

El GSD (17a-etinil-13p-etil-17p3-hidroxi-4,15-gonadien-3-ona) es actualmente uno de los
progestagenos mas efectivos. Es un derivado de la nortestosterona, ubicado dentro de los 13-
etil-gonanos (Kuhl, 1996). En 1987 Distenberg y colaboradores demostraron la conversion
metabdlica in vivo del GSD, a 3p-5a tetrahidrogestodeno (3p,5a GSD), y 3a,5a
tetrahidrogestodeno (3a, 5a GSD). Otro metabolito del GSD es el 5a-dihidrogestodeno (5a

GSD) (Figura 20), pero éste se obtiene de manera sintética (Lemus et al, 2000).

H3C 18 HsC 18
HO CH HO CH
12 \17 Vi 12 \17 Y
117 N\13— 117 N13—
ST e R
1 9 14/ 1 9 14/
T/ \TO/ \T/ —~15 T/ \TO/ \T/ 15
3 5 7 5 7
2N\ e VA P N\
H
GESTODENO (GSD) 5a-DIHIDROGESTODENO (5a GSD)
H3C 18 HsC 18
HO CH HQ CH
12w 1 W 12w \17 W
“ 12—
11 137N\ 11 137N\
| | 16 | | 16
1 9 14/ 1 9 14/
oL 1]
o NN o i e
3a,50-TETRAHIDROGESTODENO 38,5a-TETRAHIDROGESTODENO

(3a,50. GSD) (38,50. GSD)

Figura 20. Estructura molecular del GSD y tres de sus metabolitos, 5a-dihidrogestodeno (5a GSD), 3a,5a-

tetrahidrogestodeno (3a, 5a GSD) y 3f,5a-tetrahidrogestodeno (38, 5a GSD) (Lemus et al, 2000).
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El GSD tiene ventajas farmacocinéticas sobre los otros progestagenos ya que es activo
per se (los otros son pro-farmacos) y tiene una muy alta biodisponibilidad ingerido oralmente
(aproximadamente, 100%) (Wilde y Balfour, 1995). En la mujer, las principales modificaciones
metabdlicas son la reduccién del grupo ceto A-4-3 y la hidroxilaciéon en los C;, Cs y Cuy,
mientras que el doble enlace A-15 y el grupo etinil son mantenidos, a excepcién de un
metabolito que presenta una expansion de 5 a 6 C del anillo D, resultante de la activacion
guimica del grupo etinil (Kuhl, 1996).

El GSD es combinado con etinilestradiol en preparaciones monofasicas o trifasicas, lo que
significa que la dosis de GSD es Unica y constante en el primer caso, 0 varia en tres dosis
diferentes a lo largo del tratamiento. La nomenclatura adoptada para las preparaciones
anticonceptivas consisten en la dosis del progestageno y del etinilestradiol en ug. Por ejemplo
Gestodeno 75/30. (Wilde y Balfour, 1995)

La afinidad al ligando relativa in vitro del GSD para los RP en Utero humano (esteroide de
referencia = *H-R5020) es de 85% y la de la P, es de 40% (Pollow et al, 1989). In vivo, la
afinidad del GSD a los RP es similar a la de la P,.

Los anticonceptivos orales que contienen un estrégeno y un progestdogeno previenen la
ovulacidn via inhibicién por retroalimentacion (feedback) del eje hipotalamo-pituitaria. Después
de descontinuar el tratamiento con GSD, se observa una rapida recuperacion de la funcion
hipotdlamo-pituitaria-ovarica. (Fotherby y Caldwell, 1994). La dosis de GSD necesaria para
inhibir la ovulacion es de 0.04 mg/dia, sin embargo es la combinacién del estrégeno y del
progestageno lo que suprime efectivamente los niveles de LH y FSH (Runnebaum y Rabe,
1987).

Los estr6genos son responsables de la proliferacion endometrial, mientras que los
progestagenos transforman el endometrio en un endometrio secretor. Los nuevos
progestagenos son altamente progestogénicos con respecto a sus efectos en la morfologia
endometrial. La dosis de GSD necesaria para la transformacion endometrial es de 2 a 3

mg/ciclo (Runnebaum y Rabe, 1987).
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3 Planteamiento del Problema

El GSD es un progestageno usado de manera frecuente en seres humanos como
anticonceptivo hormonal. El 38,5a GSD es un metabolito reducido en el anillo A del GSD cuya
funcién metabdlica no esta completamente estudiada. Ambos tienen una fuerte afinidad por el
RP de acuerdo a pruebas in vitro. De manera interesante en el GSD como en el 38,50 GSD se
han observado efectos estrogénicos en ausencia de E2. Los efectos de ambos farmacos sobre

el RP en mamiferos in vivo al nivel de la proteina no han sido completamente caracterizados.
Por lo que en este proyecto se estudié el contenido de las isoformas del RP a nivel de la

proteina, usando la técnica de Western Blot (WB) en el Gtero y el hipotalamo de ratas

ovariectomizadas después de la administracion de E2, P,, GSD y 3,50 GSD.

35



Emmanuelle Alvarado Alvarez Hipétesis

4 Hipotesis

Si el GSD y su metabolito 38,50 GSD poseen propiedades progestacionales y
estrogénicas respectivamente, entonces su administracién provocara cambios en el contenido

del RP en el Gtero y en el hipotalamo de la rata.

5 Objetivos

5.1 Objetivo General

. Determinar los efectos del GSD y de su metabolito reducido 33,50 GSD sobre el

contenido de las isoformas del RP en el Gtero y en el hipotalamo de la rata.

5.2  Objetivos Especificos

1. Cuantificar la el contenido de las isoformas del RP a nivel de la proteina en el Utero y
el hipotdlamo de ratas tratadas con GSD y 3p,5a GSD mediante la técnica de Western
Blot (WB).

2. Determinar si hay un cambio en la proporcion de RP-A : RP-B después del

tratamiento con GSD y 38,50 GSD en el Utero y el hipotalamo de la rata.
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6 Materiales y Métodos

6.1 Animales de experimentacién y tratamientos

A lo largo de este estudio se utilizaron ratas hembra adultas (12 semanas de edad) de
200-250 g de peso de la cepa Sprague Dawley que se mantuvieron bajo un ciclo de luz-

oscuridad 12:12 horas (luces encendidas a las 6:00 am), con agua y comida ad libitum.

Se gonadectomizaron las ratas bajo anestesia general con ketamina a una dosis de 80
mg/kg via intraperitoneal que quince dias después de la cirugia fueron tratadas (n=3 ratas por
grupo) por via subcutdnea con aceite de maiz/metanol como vehiculo, E2, P4, GSD y 38,5a
GSD, via subcutanea de la siguiente manera:

a) vehiculo que representd al lote testigo (aceite de maiz/metanol 10%); durante dos dias
consecutivos;

b) 17BE2 en una dosis de 5 ng/100 g de peso corporal durante dos dias consecutivos;

¢) 17BE2 durante dos dias seguido por P4 al tercer dia en una dosis de 200 pg/100 g.

d) GSD 300 pg por dia en 200 ul de aceite de maiz durante 2 dias.

e) 3B,5a GSD 300 ug por dia en 200 ul de aceite de maiz durante 2 dias.

f) 17BE2 + GSD: E2 durante 2 dias consecutivos y GSD al tercer dia en las mismas dosis

sefialadas.en a) y d)

g) 17BE2 + 3,50 GSD: E2 durante 2 dias consecutivos y 33,50GSD al tercer dia en las

mismas dosis sefiadas en a) y e).
Las ratas se sacrificaron 24 h después de la administracion de la Ultima dosis de los

compuestos y se disecaron el Gtero y el hipotdlamo. Todas las muestras fueron inmediatamente

procesadas para la extraccion del los tejidos necesarios para este estudio.
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6.2 Obtencidn del tejido

Las ratas fueron disecadas para extraer el hipotalamo y el Utero, tejidos que fueron
inmediatamente congelados para extraérseles el total de proteinas mediante la técnica que se

indica a continuacion.

6.3 Extraccién de proteinas totales

Se homogenizaron los tejidos en buffer de lisis TDG con una mezcla de diversos
inhibidores de proteinasas (Tris-HCI 10 mM, ditiotreitol 1mM, glicerol al 30%, tritén al 1%, azida
de sodio 15 mM, EDTA 1mM, leupeptina 4 pg/ml, aprotinina 22 pg/ml, PMSF 1mM,
ortovanadato de sodio 1mM) en una relacion de 1 ml de buffer/1 g de tejido a 4°C.

Las muestras homogenizadas fueron centrifugadas a 15,000 rpm, durante 15 min, a 4°C
para obtener en el sobrenadante las proteinas totales. La concentracion de proteinas se

determiné por el método de Bradford. (Bradford, 1976)

6.4  Western Blot

Las proteinas totales obtenidas del Gtero (80 pg de proteina) se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 7.5% a 80 volts
durante 2 horas. Cada muestra se prepard con buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, glicerol al
10%, SDS al 2%, p-mercaptoetanolal 5%) en un volumen 1:1 y se hirvieron durante 5 minutos
para posteriormente cargarse en los geles antes mencionados.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham) a 75 volts
durante 4 horas a 4 °C. Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas por dos horas a
temperatura ambiente con una solucién de leche descremada en polvo al 5% y albumina al
0.5% en TBS 1X.

Las membranas fueron incubadas durante dos horas a temperatura ambiente con un
anticuerpo primario monoclonal que reconoce a ambas isoformas con la misma afinidad, anti-
RP (IgG) (Santa Cruz sc-810) en una concentracion de 1ug/ml, las membranas fueron lavadas
con TBS-Tween (TBS+Tween 20 al 0.1%) 3 veces por 5 minutos; posteriormente las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-ratén (IgG-HRP) conjugado con
peroxidasa en una concentracién de 0.24 pg/ml (Santa Cruz sc-2005). Se utilizé un método de

deteccion de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para determinar la
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presencia de las isoformas del RP. En este sistema, la peroxidasa acoplada al anticuerpo
secundario actlia sobre el perdxido de luminol en presencia de un potenciador de la reaccién y
se detecta una sefal de quimioluminiscencia al exponer las membranas a placas radiograficas.
Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteina total cargada en cada
pozo se determiné la cantidad a-tubulina (sigma T9026- .2ml clone DM1A. ascites fluid) en cada
experimento. Se lavaron las membranas con glicina &cida (glicina 0.1 M SDS 0.5% pH 2.5) toda
la noche a 4 °C y 30 minutos a 37 °C para posteriormente incubarlas con un anticuerpo primario
anti-o-tubulina en una concentracion de 2 pg/ml (Sigma T9026) durante 2 horas a temperatura
ambiente, las membranas fueron lavadas con TBS-Tween 3 veces por 5 minutos; después se
incubaron una hora con un anticuerpo secundario anti-cabra (IgG-HRP) conjugado a peroxidasa
en una contentracién de 0.24 pg/ml (Santa Cruz sc-2033). Se utilizé el método de deteccién de

alta sensibilidad descrito anteriormente.

6.5 Analisis de resultados

Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico utilizando el programa Scion Image,
para cuantificar el contenido de las isoformas del RP y a-tubulina de acuerdo a la intensidad de
cada banda.

A los datos obtenidos se les aplicé un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de t-
student. Se utiliz6 el programa Prism 2.01 (Graph Pad, CA) para calcular los valores de
probabilidad.
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7 Resultados

Para observar los efectos del E2, la P4, el GSD y el 33,50 GSD sobre el contenido de las
isoformas del RP a nivel de la proteina, se extrajeron las proteinas totales del Gtero y del
hipotdlamo de ratas Sprague Dawley ovariectomizadas y tratadas con V, E2, P4, GSD, 3,5a
GSD, E2+GSD y E2+3B,50. GSD y se realizaron ensayos de Western Blot cdmo se describié en

la seccién de Materiales y Métodos.
En la Figura 20 se muestra un blot representativo de la deteccidn de las isoformas del RP

en el atero en el que se observa una banda de 120 kDa que corresponde a RP-B, una banda a

94 kDa que corresponde a RP-A y una banda a 50 kDa correspondiente a a-Tubulina.

V E E+P G 3B E+G E+3B

120 kDa — - " — RP-B
50 kDa — : - - a-Tubulina

Figura 20. Contenido de las isoformas RP-A y RP-B en el Utero de la rata. Las isoformas detectadas
por Western blot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico y los valores obtenidos se
corrigieron respecto a los de tubulina.

En la Figura 21 puede observarse que el contenido de RP-A en el Utero cambia
dependiendo del tratamiento. Esta figura muestra las isoformas A y B del RP por cada
tratamiento. En el caso de la isoforma A, hay diferencias significativas para E2, GSD, 38,5a
GSD, E2+GSD, E2+383,5a GSD con respecto al Veh. Y en la isoforma B puede observarse que
hay diferencias de E2 con repecto al Veh, y de igual forma también hay diferencias significativas

de todos los grupos contra el E2 para esta misma isoforma.
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*p < 0.05vs. E2, GSD, 3b5a GSD, E2+GSD, E2 + 3b5a GSD para RP-A
+p <0.05vs. E2en el caso de RP-B
& p <0.05vs todos los grupos en el caso de RP-B

Figura 21. Contenido de RP-A y RP-B en el atero de la rata. Las isoformas detectadas por Western Blot se
cuantificaron por medio de un analisis denisitométrico y los valores se corrigieron a los de tubulina. Las Graficas
muestran el promedio + E.S. de 3 ensayos.

En la Figura 22 jError!No se encuentra el origen de la referencia.se muestra un blot
representativo de la deteccion de las isoformas del RP en el hipotalamo en el que se observa
una banda de 120 kDa que corresponde a RP-B, una banda a 94 kDa que corresponde a PR-A

y una banda a 50 kDa correspondiente a a-Tubulina.

120 kDa

94 kDA

Figura 22. Contenido de las isoformas Ay B del RP en el hipotadlamo de la rata. Las isoformas detectadas
por Western blot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico y los valores obtenidos se corrigieron
respecto a los de la tubulina.
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En la Figura 23 jError!No se encuentra el origen de la referencia.se observa el
contenido de ambas isoformas en el hipotdlamo para cada uno de los tratamientos. En esta
figura la regulacién positiva de RP-A por E2 es significativa al compararla con el Veh, y los
grupos tratados con GSD, 3p,5a GSD, E2+GSD y E2+3p3,5a GSD también. Se observa que en
la isoforma A existen diferencias significativas de todos los tratamientos con respecto del Veh a
excepcion del tratamiento de E2+P4 el cual no presenta dichas diferencias. También puede
apreciarse que para la isoforma B existen diferencias significativas entre el tratamiento de Vehy
el tratamiento de E2. También existen diferencias significativas entre el tratamiento de E2 y los
demas grupos en el caso de la misma isoforma B. Es importante notar que en esta figura se
observa que la variacién en el contenido de ambas isoformas es similar, es decir, RP-A y RP-B
varian su contenido en la misma proporcién para cada uno de los tratamientos, y se observa

también que el indice de proporcion de RP-A : RP-B es 1:1.

HIPOTALAMO

3.0

25 4

<L 20+
Z
= [ [ l :

15 | T
a2 I HRP-A
— I T ORP-B
~~
O 10 * —+
o —_—

T T T T
0.5
0.0 . . + T T T
VEH E2 E2+P4 GSD 3b5a GSD E2+GSD E2 + 3b5a GSD

*p < 0.05 vs. E2, GSD, 3b5a GSD, E2 + GSD, E2 + 3b5a GSD para ambas isoformas
+p < 0.05vs. E2 paraambas isoformas

Figura 23. Contenido de RP-A y RP-B en el hipotalamo de la rata. Las isoformas detectadas por Western Blot se
cuantificaron por medio de un andlisis densitométrico y los valores se corrigieron a los de tubulina. Las graficas
muestran el promedio + E.S. de 3 ensayos.
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8 Discusion

El aumento significativo del contenido de RP-B en los tratamientos que contienen GSD y
3p,5a GSD con respecto al VEH hacen ver que el GSD y su metabolito reducido 3p,5a GSD
presentan efectos estrogénicos, tal como se habia reportado con anterioridad y que estos
efectos pueden ser significativamente diferentes entre si debido a la presencia o ausencia de
E2 en los tratamientos. Comparando la Figura 22 con la Figura 24 podemos notar que el
contenido de RP-A y de RP-B no muestra un patron de comportamiento similar en Gtero y en
hipotdlamo. Mientras que en Utero RP-A y RP-B se comportaron de forma significativamente
diferente, en hipotalamo no sucede lo mismo, puesto que la relacién entre RP-A y RP-B
presentan un indice de 1:1 en todos los casos para cada uno de los tratamientos, lo que hace
pensar que no hay cambios significativos en el indice de RP-A : RP-B dentro del hipotalamo de

la rata.

El GSD no present6 el efecto esperado de progestageno en presencia de E2. Se observd
una induccion en el contenido de la isoforma A tanto en Gtero como en hipotadlamo. La isoforma
B en Gtero no mostr6 cambios significativos, y en hipotalamo también se registré una induccién
positiva en el contenido de esta isoforma. Por lo tanto, el GSD presenta efectos estrogénicos en

ausencia de E2, tal como se ha reportado con anterioridad.
El metabolito reducido 38,50 GSD presenta un comportamiento similar al de la induccién

con P4 en el utero, sin embargo también se observaron efectos estrogénicos en el hipotalamo

para ambas isoformas.
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9 Conclusiones

» EIGSD y su metabolito reducido 3p,5a GSD regulan de manera diferencial el contenido
de las isoformas del RP en el Gtero y en el hipotalamo de la rata.

» Enellteroel GSDYy el 33,50 GSD, incrementan el contenido de RP-A.

» En el hipotalamo de la rata, el GSD y su metabolito reducido 38,5 GSD incrementaron

de manera significativa el contenido de las isoformas Ay B del RP.
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11 Apéndice

11.1 Reactivos

11.2 Soluciones

IBS

Tris 50 mM
NacCl 150 mM
*pH 7.5

Solucién de corrida

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0.1%
*pH 8.3

Solucién de transferencia 4X
Tris 153.6 mM
Glicina 0.73 M

Solucién de transferencia 1X

Tris 38 mM
Glicina 180 mM
metanol 20 %

Solucién de bloqueo
leche descremada en polvo

albumina
* preparar en TBS 7.5

0.5%
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Buffer de lisis

DTT 1mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1mM
Glicerol 30 %
Leupeptina 4 ug/ml
Aprotinina 22.5 pg/ml
PMSF 1 mM
Ortovanadato 1 mM
Azida 15 mM
Tritén 1%
*Preparar en TBS pH 7.5

Buffer de carga

Tris 50 mM
SDS 2%
Mercapto 5%
Bromofenol 0.1%
Glicerol 10 %

Apéndice

11.3 Preparacion de las hormonas

11.3.1 Preparacién de la Progesterona (P4)

Se disolvieron 12 mg de P, en etanol absoluto al 10% (200 ul) mas 2 ml de propilenglicol.

11.3.2 Preparacion del Estradiol (E2)

Se disolvieron 6 mg de 17 estradiol en etanol absoluto al 10% (300 ul) mas 3 ml de

propilenglicol, y ésta se diluye para tener una concentracion total de 10 pug/200 pl.

61



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Planteamiento del Problema
	4. Hipótesis   5. Objetivos
	6. Materiales y Métodos
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Referencias
	11. Apéndice

