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Resumen

El papel fisiologico de los estrogenos sobre la funcidén osteoblastica ha sido
ampliamente documentado, sin embargo, la funcién de progesterona y progestinas
sintéticas es adn controversial. Mientras que, diferentes estudios indican que
progesterona no tiene efectos significativos sobre las células 6seas, una serie de estudios
clinicos han mostrado que las progestinas sintéticas particularmente, de la serie 19-nor
restauran la pérdida de masa Gsea en mujeres postmenopausicas. Los mecanismos a
través de los cuales, las progestinas sintéticas 19-nor inducen efectos biologicos del tipo
estrogenico, sobre las células 6seas no esta completamente elucidado ni comprendido.
Para determinar si las acciones de las progestinas 19-nor son mediadas por sus
metabolitos no fendlicos, se estudio el efecto de norestisterona (NET), levonorgestrel
(LNG) y sus dos derivados tetrahidro reducidos sobre la proliferacion celular y
diferenciacion en osteoblastos aislados de calvarias de ratas recién nacidas. La
proliferacion de los osteoblastos se evalué mediante la determinacion del contenido de
DNA celular y la diferenciacion a través de la determinacién del contenido de calcio y
osteocalcina asociado a las células, la actividad de fosfatasa alcalina y la deposicién
mineral. Los resultados demuestran que la progesterona no indujo ningin cambio sobre
los osteoblastos, mientras que NET y LNG ejercieron diferentes acciones. Los
derivados 3B,50- y 3a,50- tetrahidro reducidos de NET y LNG estimularon la
proliferacion y la diferenciacion de los osteoblastos con mayor potencia que la que
ejercieron las progestinas sin modificaciones, mimetizando los efectos del estradiol, La
diferenciacion y la deposicion mineral inducida por NET y LNG fueron suprimidas por
finasteride, un inhibidor de las 5a-reductasas mientras que, el potente efecto sobre la
proliferacion inducido por los derivados reducidos de las progestinas fue suprimido por

ICI 182,780, un antiestrogeno esteroidal. Los resultados demuestran que los derivados



reducidos en el anillo A de NET y LNG exhiben efectos del tipo estrogénico sobre los
osteoblastos de la rata, aportando una explicacion plausible del mecanismo de accién de
las progestinas sintéticas 19-nor en la restauracion de la masa 6sea en la mujer
postmenopausica y contribuyen a la generacion de propuestas de investigacion alternas

para el disefio de formulaciones de reemplazo hormonal.



Abstract
The key role of estrogens on osteoblastic cells function has been well documented;
however the role of progesterone (P) and synthetic progestins has remained
controversial. While several reports indicate that P has not relevant effects on bone
cells, a number of clinical studies have shown that 19-norprogestins induce restoration
of the postmenopausal bone mass loss. The mechanisms by which 19-norprogestins
induce estrogen-like effects on bone cells are not fully understood. To assess whether
the actions of 19-norprogestins in bone cells are mediated by their non-phenolic
metabolites, we studied the effects of norethisterone (NET), levonorgestrel (LNG), and
two of their A-ring reduced derivatives upon cell proliferation and differentiation in
neonatal rat osteoblasts. The proliferation was assessed by determining cell DNA
content and the differentiation by calcium and osteocalcin cell associated content,
alkaline phosphatase activity, mineral deposition. Results indicated that P completely
failed to induce effects on osteoblastic cells, while NET and LNG exerted a number of
actions. The most striking finding was that the 33,50~ and 3a,,5a.-tetranydro derivatives
of NET and LNG induced osteoblast proliferation and differentiation with higher
potency than those exerted by their parent compounds, mimicking the effects of
estradiol. Interestingly, osteoblast differentiation and mineral deposition induced by
NET and LNG were abolished by finasteride, a 5a-steroid reductases inhibitor, while
the potent effect on osteoblast proliferation induced by progestin derivatives was
abolished by ICI 182,780, a steroidal antiestrogen. Results demonstrate that A-ring
reduced derivatives of NET and LNG exhibit intrinsic estrogen-like potency on rat
osteoblasts, offering a plausible explication for the mechanism of action of 19-
norprogestins in bone restoration in postmenopausal women and providing new insights

for hormone replacement therapy research.



Introduccion

El avance cientifico y tecnoldgico alcanzado en los ultimos treinta afios en el area
médica, aunado a la efectividad de los programas nacionales de salud publica de las
instituciones de salud y seguridad social, han propiciado una importante transicion
demogréfica y epidemioldgica, resultante del incremento en la esperanza de vida al
nacimiento, y que refleja un proceso de envejecimiento en la poblacion de México. En
1930, los mexicanos vivian en promedio 33.9 afios y en la actualidad viven en promedio
74.9 afos (1). En la ultima década (2) la esperanza de vida de las mujeres mexicanas ha
alcanzado en promedio los 77.9 afios y considerando que la edad en la que se establece
la menopausia (entre los 47.3 y 49 afios de edad) no se ha modificado, se deduce que las
mexicanas Vviviran una tercera parte de sus vidas en la condicion posmenopausica (3).
La peri- y pos-menopausia son etapas fisioldgicas de la mujer, caracterizadas por el cese
de la funcion enddcrina y gametogénica del ovario y en consecuencia del cese de la

funcion reproductiva (4).

Durante la etapa posmenopausica, las mujeres enfrentan cambios fisiol6gicos como
consecuencia de la deficiente produccion de hormonas esteroides sexuales (estrégenos y
progesterona), deficiencia que a largo plazo y bajo ciertas circunstancias, puede
favorecer o condicionar algunas enfermedades metabdlicas y cronico-degenerativas
como enfermedad cardiovascular, osteoporosis, diabetes mellitus y sindrome

metabdlico.

La osteoporosis es una enfermedad esquelética asintomatica que se caracteriza por la

disminucion del contenido mineral y deterioro del tejido 6seo, que condiciona fragilidad



del hueso e incrementa la susceptibilidad al riesgo de fractura, principalmente de cadera,
columna vertebral y huesos largos en las mujeres de la tercera edad. Se ha estimado que
en Meéxico, la osteoporosis tiene una prevalencia de 16 % y que una de cada tres
mujeres mayores de 45 afios de edad sufriran esta enfermedad (5). En México existen 7
millones 360 mil mujeres en etapa de peri- y pos-menopausia y en el afio 2010, esta

cifra incrementara a 12 millones (6).

La osteoporosis es un problema de salud publica de gran relevancia por el nimero de
personas afectadas y el costo econdmico de su tratamiento. La incidencia de esta
enfermedad incrementa draméaticamente con la edad, afectando particularmente a las
mujeres en el periodo peri- y pos-menopaulsico. En nuestro pais se registran anualmente
entre 11 mil y 30 mil fracturas de fémur o cadera secundarias a osteoporosis que
representan para el sector salud un gasto anual cercano a 830 millones de pesos (7).
Adicionalmente, el 57 % de las mujeres mexicanas mayores de 50 afios de edad cursan
con osteopenia, el 16 % (1.3 millones de mujeres) ya padecen osteoporosis y sélo una
pequefia proporcion del 27 % tienen unan masa 6sea normal. Otro sector de la poblacion
en riesgo de osteoporosis son las mujeres mayores de 60 afios de edad, en las que la

incidencia aumenta al 86% (8, 9).

La baja produccion ovarica de estrogenos, particularmente del 17B-estradiol (Ey),
asociada a la condicion posmenopadusica, es la causa primaria de la pérdida acelerada de
la masa Gsea y el deterioro de la microarquitectura del hueso trabecular que ocurre en la
mujer (4, 10). La remodelacion del hueso es el proceso que permite mantener constante
la masa Osea a través del equilibrio entre la degradacion o resorcion del hueso viejo, por

la accidn proteolitica de los osteoclastos y la formacion de hueso nuevo, mediada por



los osteoblastos, que son las células responsables de la sintesis de las proteinas dseas
(colagena tipo I, fosfatasa alcalina, osteocalcina, osteopontina decorina, osteonectina) y
la formacion de hidroxiapatita, un mineral compuesto de calcio y fosfato. En la
posmenopausia, el déficit de estrogenos ocasiona el desacoplamiento entre la formacién
y la resorcion Gsea, en el que la actividad de resorcion excede a la actividad de
formacidn, lo que resulta en la pérdida neta de masa 6sea (11, 12). EI tratamiento
hormonal disminuye la resorcién del hueso y restaura la pérdida del balance entre las
actividades Oseas; su efectividad antirresortiva ha sido ampliamente confirmada por
evaluaciones clinicas del uso de estrdgenos naturales o sintéticos para controlar la
osteoporosis. Estos hallazgos permiten establecer que los estrogenos, constituyen una
estrategia farmacoldgica efectiva para prevenir y controlar la pérdida de masa 0sea en la

mujer postmenopausica (13-22).

El E; inhibe la resorcién 0sea, a través de la regulacion de diferentes factores que actian
como efectores finales de la diferenciacion y activacion de los osteoclastos. Algunos
estudios demuestran que el E; inhibe la sintesis de citocinas pro- inflamatorias como las
interleucinas IL1, IL6 y el factor de necrosis tumoral (TNF-a., por sus siglas en inglés),
las cuales estimulan la resorcion, principalmente por incrementar el nimero de pre-
osteoclastos en la médula 6sea. EI E, también estimula la sintesis del factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-p, por sus siglas en inglés), una citocina inductora de
la apoptosis de los osteoclastos (23-26) e inhibe la sintesis del factor estimulante de
colonias de macrofagos (M-CSF, por sus siglas en inglés) asi como el factor de
diferenciacion de osteoclastos (ODF, por sus siglas en inglés) conocido también como
RANKL, dos citocinas inductoras de la diferenciacion y la activacion de los

osteoclastos. Adicionalmente, el E, estimula la sintesis de osteoprotegerina, otra



citocina, perteneciente a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral, que
actia como un receptor sefiuelo de RANKL, neutralizando su efecto de activacion
osteoclastica (27, 28).

El E; ademés de disminuir la resorcion 6sea, también estimula la formacién de hueso
nuevo. Algunos estudios realizados en roedores ovariectomizados demuestran que la
administracion de altas dosis de E, revierte los efectos dseos producidos por la
castracién y aumenta la masa Osea (29-31). De igual manera, en estudios clinicos
realizados en mujeres posmenopadsicas con osteoporosis el uso de altas dosis E, (25-75

mg) aumenta la masa dsea y la actividad de los osteoblastos (21-22).

Diversos estudios experimentales in vitro, realizados en células con fenotipo
osteoblastico (32- 34), asi como en osteoblastos humanos y de roedores (35-37),
muestran que el E, incrementa la actividad celular al estimular la proliferacion, la

sintesis de proteinas y enzimas de la matriz 6sea e inducir la mineralizacion (32-37).

La descripcion de caracteristicas fenotipicas 6seas comunes como ausencia del cierre de
epifisis de los huesos largos, osteopenia y osteoporosis (38, 39) en hombres con el
sindrome de resistencia a la accién de estrégenos demuestra que la biosintesis del E; y
su interaccion con los receptores intracelulares de estrogenos (RE), en las células del
hueso son requisitos indispensables en la mujer y en el varon. Estos hallazgos en
individuos con mutaciones en el gen ESR 1, que transcribe los RE o en el gen CYP 19,
que codifica, para la aromatasa (P450 arom) enzima que biotransforma los andrégenos
en estrogenos, fortalecen el concepto de que el E; tiene una funcién esencial en el
desarrollo y crecimiento del hueso, asi como en el mantenimiento de la masa Osea

durante la etapa adulta.



La funcion de la progesterona (P) en el metabolismo mineral y mantenimiento de la
masa 6sea no es muy clara y la evidencia de los efectos de P sobre el hueso es
controversial, ain cuando los osteoblastos expresan los subtipos A y B de los receptores
para progesterona (RP), que son estrogeno-dependientes (40, 41). Canalis y Raisz (42)
han demostrado que la P en dosis relativamente altas, inhibe la proliferacion de
osteoblastos mantenidos en cultivo y la sintesis de coldgena en hueso parietal (calvaria)
de la rata fetal. Otros estudios demuestran que la P estimula la proliferacion y
diferenciacion en osteoblastos humanos asi como la formacion 6sea en la rata (37, 43,
44). Por el contrario, algunos estudios en ratas ovariectomizadas revelan que la P no
previene la pérdida de masa dsea (31, 45, 46). En este contexto, los estudios clinicos en
mujeres posmenopausicas han mostrado que la P sola o en combinacion con E;, carece

de efecto sobre la pérdida del contenido mineral 6seo (17, 47).

Esta informacion en su conjunto ha servido como base para establecer que el E; es
adecuado para controlar la osteoporosis en la mujer posmenopdausica. Sin embargo, a
pesar de décadas de uso de estrogenos en la terapia hormonal de reemplazo en la
posmenopausia, su papel en la génesis de algunas enfermedades cronicas degenerativas
aun permanece incierto. Diferentes estudios clinicos han demostrado la asociacion del
uso de estrogenos con el incremento del riesgo de padecer enfermedad cardiovascular,
trombosis pulmonar, cancer mamario, cancer cérvico-uterino y cancer de colon (48-50).
Estas observaciones han propiciado la busqueda de otras estrategias farmacoldgicas de
menor riesgo a la salud de la mujer en la etapa posmenopausica. Una de las estrategias
alternas es el uso de progestinas sintéticas las cuales, por sus caracteristicas

farmacoldgicas pueden tener efectos benéficos sobre el tejido 6seo. Es por lo tanto de



interés la busqueda de agentes hormonales sintéticos capaces de contribuir a la
remodelacion dsea, sin incrementar otros factores de riesgo a la salud de la mujer

posmenopausica.



Antecedentes

Las progestinas sintéticas son esteroides producidos por sintesis quimica, con actividad
progestacional de mayor potencia que la progesterona natural, que por su capacidad de
prevenir la ovulacion a través de la inhibicion de la sintesis y secrecion de las hormonas
gonadotropicas: hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante del foliculo (FSH),

han sido ampliamente utilizadas en formulaciones anticonceptivas.

Las progestinas sintéticas, ademas de su actividad progestacional poseen otros efectos
bioldgicos del tipo hormonal incluyendo: actividad estrogénica, androgénica y
glucocorticoide e incluso efectos anti-hormonales. De acuerdo a su estructura quimica,
las progestinas sintéticas se clasifican en dos grandes grupos: las progestinas de la serie
pregnano, que derivan de la 17-hidroxiprogesterona y las de la serie 19-nor que derivan
de la 19-nortestosterona, un esteroide con actividad progestacional y estructuralmente

relacionado con la testosterona (Figura 1).

OH OH
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TESTOSTERONA 19-NORTESTOSTERONA

Fig. 1. 19-Nortestosterona, esteroide con actividad progestacional, estructuralmente relacionado
con testosterona, no activo como andrégeno por via oral.
Las progestinas sintéticas derivadas de la 17a-hidroxiprogesterona, mas usadas en

terapia anticonceptiva incluyen el acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol

y acetato de clormadinona (Fig. 2).
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Fig. 2. Progestinas sintéticas derivadas de la 17-hidroxiprogesterona usadas en formulaciones

anticonceptivas.

El acetato de medroxiprogesterona fue la primera progestina de accion prolongada de

aplicacion parenteral y con su sintesis se inici6 el desarrollo de los métodos inyectables

para la regulacion de la fertilidad (51, 52). El acetato de clormadinona sirvié de base

para el desarrollo de la “minipildora” (53) una estrategia innovadora que permitio la

administracion de pequefias dosis de las progestinas (54, 55). Otras progestinas de la

serie pregnano incluyen a la medrogestona y didrogesterona (Fig. 3), estructuralmente

relacionadas con la progesterona natural, consideradas como progestinas puras, ya que

poseen exclusivamente actividad progestacional y no exhiben efectos hormonales

adicionales.
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Fig. 3. Progestinas sintéticas estructuralmente relacionadas con la progesterona

natural.
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En el grupo de progestinas sintéticas derivadas de la 19-nortestosterona, se incluye a la
noretisterona (NET), una progestina 19-nor que posee un grupo etinilo en el C17 en
posicion a, una modificacion que le confiere proteccién a la molécula contra la
degradacion enzimatica al ser administrada por via oral y le aumenta la vida media

(Figura 4).

OH
--—C=CH

NORETISTERONA

Fig. 4. Estructura quimica de la noretisterona, primera progestina sintética de la serie 19-nor,

activa por via oral con mayor potencia que progesterona.

La NET fue la primera progestina activa por via oral sintetizada en México por Carl
Djerassi, Luis E. Miramontes y George Rosenkranz en los laboratorios Syntex en 1951
(56, 57). Otras progestinas de esta serie incluyen al noretinodrel, linestrenol y diacetato
de etinodiol (Figura 5), que han sido consideradas pro-drogas debido a que deben ser

biotransformadas a NET después de su administracion para ejercer sus efectos.
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Fig. 5. Progestinas sintéticas de la primera generacion derivadas de la 19-nortestosterona.

El D(I)-norgestrel o levonorgestrel (LNG) es otra progestina 19-nor (Figura 6), obtenida
por sintesis total (58) que posee una mayor potencia progestacional que NET y forma

parte de la segunda generacion de progestinas derivadas de la 19-nortestosterona.

OH
-~C==CH

LEVONORGESTREL

Fig. 6. Estructura quimica de levonorgestrel, progestina sintética 19-nor de segunda generacion

obtenida por sintesis total.



En afios recientes se ha sintetizado un nuevo grupo de esteroides 19-nor,

estructuralmente relacionados con levonorgestrel que comprende al gestodeno, el

OH

N\ ¢=cH 3 A C=CH

O
HON

DESOGESTREL GESTODENO NORGESTIMATO
norgestimato y el desogestrel, cuyo metabolito activo es el 3-ceto-desogestrel (Figura

7), que constituyen la tercera generacidn de progestinas sintéticas.

Fig. 7. Progestinas sintéticas 19-nor estructuralmente relacionadas con levonorgestrel.

La amplia gama de progestinas sintéticas ha sido de vital importancia en medicina
reproductiva y el éxito de los resultados de su uso en la terapia anticonceptiva confirma
el concepto de que las progestinas sintéticas son excelentes agentes progestacionales.
Ademas de sus efectos anticonceptivos, las progestinas sintéticas también exhiben
efectos bioldgicos benéficos al nivel del tejido 6seo. El uso de progestinas sintéticas
para el control de la pérdida de masa 6sea y sintomas del climaterio en la mujer
posmenopausica ha tenido resultados benéficos sin embargo, no todas las progestinas
sintéticas tienen la capacidad de conservar la masa 6sea, esta funcion dependerd de su
estructura quimica. La evidencia de estudios clinicos ha relacionado la asociacion del
uso de acetato de medroxiprogesterona (AMP), progestina de depoésito derivada de la
17-hidroxiprogesterona, con la pérdida de masa 6sea en la mujer en edad reproductiva
(20, 59-61). Otro estudio demostr6 que la terapia de reemplazo con AMP induce

disminucion de la masa dsea en la mujer postmenopausica, contrario a lo que ocurre con



el reemplazo de estr6genos (16). Por el contrario, las progestinas sintéticas
pertenecientes a la serie 19-nor ejercen efectos benéficos sobre el recambio dseo. Una
serie de estudios clinicos han demostrado que la administracion de NET no solo
previene la pérdida mineral dsea al reducir la resorcion, sino también incrementa la
densidad 6sea estimulando la formacion del hueso en la mujer posmenopausica (62-69).
Adicionalmente, la administracion subdérmica de bajas dosis de LNG, también induce
aumento de la densidad mineral en la mujer pre-menopéausica (70, 71). Mas aun,
estudios clinicos y experimentales demuestran que la nandrolona, una 19-norprogestina,
ampliamente usada como agente anabdlico, incrementa la masa 6sea y disminuye el

recambio 6seo (72-75).

Estas observaciones clinicas demuestran que para la prevencion de la osteoporosis en la
mujer posmenopausica las progestinas sintéticas, estructuralmente relacionadas con la
19-nortestosterona, tienen mayor valor terapéutico que las progestinas que derivan de la
17-hidroxiprogesterona. Sin embargo, aun no se ha dilucidado el mecanismo de accién
a través del cual las progestinas 19-nor ejercen sus efectos sobre el tejido 6seo,
particularmente debido a que estos esteroides sintéticos, per se, no tienen afinidad por
los receptores intracelulares para estrogenos (76-78), ni son enzimaticamente

biotransformados a estrogenos por la accion de las aromatasas (79, 80).

En una serie de estudios, nuestro grupo de investigacion ha demostrado previamente
que las progestinas 19-nor son extensamente metabolizadas a nivel de los 6rganos
blanco (hipotalamo, hipofisis y prostata ventral) a diferentes metabolitos reducidos en el
anillo A (77, 78, 81) con capacidad para ejercer diferentes acciones del tipo hormonal,

mediadas por receptores intracelulares para esteroides. En particular, los metabolitos



3a,5a- y 3B,5a-tetrahidro reducidos de las progestinas sintéticas 19-nor inducen
respuestas bioldgicas de tipo estrogénico (82, 83), reconocen selectivamente los sitios
de unidn de los receptores o para estrogenos (84, 85) y transactivan genes estrogeno-
dependientes en sistemas celulares de expresion (86,87). Estos hallazgos motivaron
nuestro interés para estudiar los efectos de las progestinas sintéticas y sus derivados

reducidos en el anillo A sobre células éseas.



Hipotesis de Trabajo
Noretisterona y levonorgestrel, dos progestinas 19-nor, estimulan la proliferacion, la
diferenciacion y la mineralizacion de células osteoblasticas a traves de sus productos de

conversion metabélica reducidos en el anillo A.

Objetivos
Obijetivo General

Determinar los efectos biolégicos del tipo hormonal de NET, LNG y sus
correspondientes derivados tetrahidro reducidos: 3a,50- (3a,50-NET y 3a,50-LNG) y
3B,5a- (3B,50-NET y 3B,5a-LNG) sobre la  proliferacion, diferenciacion y
mineralizacion en osteoblastos aislados de parietales (calvaria) de la rata de 1-2 dias de

nacida.

Objetivos Particulares

Determinar los efectos de NET, LNG y sus derivados 3o,50-NET, 3o,50-LNG,
3B,50-NET y 3B,50-LNG sobre:

1) Proliferacion osteobléstica evidenciada por el contenido de DNA celular.

2) Diferenciacion de los osteoblastos, a través de dos biomarcadores celulares:
actividad de la fosfatasa alcalina (FA) y contenido de osteocalcina (OC).

3) Mineralizacion evidenciada por la formacion de nddulos calcificados y el contenido

celular de calcio.

Justificacion
La efectividad de las progestinas sintéticas NET o LNG, usadas como estrategia alterna

de reemplazo hormonal, para prevenir la pérdida de la masa Gsea en mujeres



posmenopausicas es confirmada por los resultados obtenidos en diferentes estudios
clinicos. Sin embargo, el mecanismo a traves del cual las progestinas sintéticas NET y
LNG ejercen sus efectos a nivel de las células dseas no es ain comprendido.
Particularmente, debido a que NET y LNG no interactian con los receptores para
estrdgenos ni son capaces de ser aromatizados para formar estradiol. EIl presente
proyecto de investigacion biomédica basica que utiliza un modelo celular experimental
esta orientado a elucidar el mecanismo de accion a través del cual NET y LNG estimula
la formacion de masa Osea. La investigacion vincula los métodos tradicionales de
bioguimica hormonal con las técnicas contemporaneas de biologia celular. El objetivo
puntual fue determinar el mecanismo de accion de dos progestinas sintéticas a nivel de
células osteoblasticas, identificando los sitios factibles de intervencion, que permitan el
disefio y desarrollo de estrategias alternas para la prevencion efectiva y sin riesgos de la

osteoporosis en la mujer durante la peri- y pos-menopausia.



Materiales

1) Medios de Cultivo y Reactivos

El suero fetal de bovino (SFB) se adquirié en Hyclone Laboratories, Inc. (Logan, UT) y
el medio esencial modificado por Dulbecco (DMEM) sin rojo de fenol en Life
Technologies (Grand Island, NY). La colagenasa tipo Il, E;, P y DNA de timo de
salmon, se adquirieron en Sigma Chemical, Co. (St. Louis, MO). EIl anticuerpo
monoclonal contra la osteocalcina de bovino desarrollado en ratén y el anticuerpo
contra la inmunoglobulina G (IgG) de ratén desarrollado en conejo y acoplado a
peroxidasa se adquirieron en Zymed Laboratories, Inc. (St. Francisco, CA). El
inhibidor de 5a-esteroide-reductasas, Finasteride, fue adquirido en UKT Laboratories,
Inc. (St. Paul, MN). Los reactivos y disolventes utilizados en todos los estudios, fueron

de grado analitico.

2) Material Bioldgico

Se emplearon ratas hembras de la cepa Wistar de 1-2 dias de edad, proporcionadas por
el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
Todos los procedimientos utilizados para el manejo de los animales fueron aprobados
por el Comité de Investigacion en Animales del mismo Instituto y de acuerdo a los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) de especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Los animales
se limpiaron cuidadosamente con alcohol etilico al 70%, se decapitaron con tijeras

estériles y se extrajeron inmediatamente los parietales.

Métodos

Progestinas Sintéticas y Sintesis de sus Derivados 5a-Reducidos



Las progestinas sintéticas NET y LNG fueron generosamente proporcionadas por
Schering Mexicana, S.A. de C.V. (Ciudad de México) y Schering AG (Berlin). Los
derivados 3o,50- y 3B,5a-tetrahidro reducidos de NET y LNG (3a,5a-NET, 3a,5a-
LNG, 3B,5a-NET y 3B,50-LNG,) se sintetizaron quimicamente, a partir de NET vy
LNG. La pureza quimica de las progestinas sintéticas y sus derivados se establecié en
base a sus constantes fisicas y espectroscopicas, punto de fusion, comportamiento en
cromatografia de liquida de alta presion, espectro de infrarrojo, resonancia magnética

nuclear y espectrometria de masas.

Sintesis de Derivados 5a-Reducidos de NET y LNG

Los derivados 5a-dihidro de las dos progestinas se sintetizaron a partir de la reduccion
de NET y LNG con litio en amoniaco liquido, de acuerdo al método descrito por
Bowers y cols. (88). Los productos reducidos resultantes se cristalizaron en una mezcla

de acetato de etilo-hexano y se purificaron en cromatografia de Flash.

Sintesis de los Derivados Tetrahidro Reducidos de NET

Los derivados 3a,50- y 3B,5a-tetrahidro reducidos de NET se obtuvieron a partir de la
reduccion de 5a-dihidroNET con borohidruro de sodio (Figura 8). Los alcoholes
isoméricos se separaron por cromatografia de Flash, usando el sistema acetato de etilo :
hexano (3 : 7). La pureza quimica de los derivados tetrahidro reducidos de NET se

determiné por sus constantes fisicas y espectroscépicas.
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Fig. 8. Esquema representativo de la sintesis quimica de 3a,5a-tetrahidro-NET y 3p,5a-
tetrahidro-NET. El rendimiento de la produccién fue de 85% para el derivado 3f3,5a- reducido y

de 15% para su isomero 3o..

Sintesis de los Derivados Tetrahidro Reducidos de LNG

El derivado 3a,5a-tetrahidro reducido de LNG se obtuvo de la reducciéon de 5a-
dihidroLNG con L-selectride bajo condiciones anhidras (Figura 9). La mezcla
resultante de ambos alcoholes se extrajo con acetato de etilo. La sintesis del derivado
3pB,5a-tetrahidro de LNG se obtuvo por reduccion de 5a-dihidroLNG con borohidruro
de sodio. Los epimeros formados se separaron por cromatografia de Flash, usando un
sistema de disolventes constituido por acetato de etilo : hexano (3 : 7). EIl derivado
3B,5a-tetrahidro fue el principal producto de la reacciéon. Su pureza quimica se

establecié mediante sus constantes fisicas y espectroscopicas.
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Fig. 9. Esquema representativo de la sintesis quimica de 3o,5a-tetrahidroLNG y 3p,5a-
tetrahidroLNG. A partir de 5a.-dihidroLNG se forma el derivado 3f,5a-tetrahidroLNG, con un

rendimiento de 85%. El rendimiento de la sintesis de 3a, 5o-tetrahidro LNG fue de 92%.

Aislamiento de Osteoblastos

Los osteoblastos se aislaron de los parietales de las ratas utilizando el método descrito
por Robey (89). Los parietales se extrajeron cuidadosamente de cada uno de los craneos
y se eliminaron sangre y tejidos suaves. Los parietales limpios se cortaron en
fragmentos de 1 mm? y se incubaron con 2 ml de una solucién de colagenasa tipo Il al
0.3 %, durante 10 min a 37° C, en un incubador bajo una atmosfera humeda de 5 % de
CO; en aire. Al término del periodo de incubacion, la solucion de colagenasa se
descarto y los fragmentos de tejido 0seo se incubaron adicionalmente con solucion de
colagenasa, durante 30 min a 37° C, con agitaciones suaves a intervalos de 5 min. Las
células suspendidas en la solucién de colagenasa se transfirieron a un tubo conico estéril

al que se le adicionaron 2 ml DMEM suplementado con SFB al 10 %, para inactivar la



enzima. Este procedimiento se repitié dos veces mas. La suspension celular de la 22, 32
y 42 digestiones enzimaticas se reunieron en un tubo conico y se concentraron en el
fondo del tubo, mediante centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, a temperatura

ambiente.

El botdn celular se resuspendié en un volumen adecuado de DMEM, suplementado con
10 % de SBF, 100 uM de aminoécidos no esenciales y una solucion que contenia 100
U/ ml de penicilina, 100 pg/ ml de estreptomicina y 250 ng/ ml de anfotericina-B
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD). ElI ndmero total de células se determiné por

observacion en microscopio y el uso de una camara de Neubauer.

Determinacion del Fenotipo Celular

Los osteoblastos se sembraron (6 X 10° células) en botellas de cultivo de 75 cm? y se
mantuvieron en un incubador bajo una atmdésfera himeda de 5 % CO, en aire. Una vez
que las células alcanzaron la confluencia, se cosecharon utilizando una solucion que
contenia tripsina al 0.25 % y 1 mM de EDTA. El fenotipo de las células aisladas se
establecio por la presencia de osteocalcina (OC) determinada por medio de un método
inmunofluorescente (90) y la determinaciéon de actividad de fosfatasa alcalina (FA)

mediante el uso de la técnica citoquimica descrita por Kaplow (91).

Determinacion de la Proliferacion de los Osteoblastos

Se sembraron 2 X 10* osteoblastos/ pozo en placas de cultivo de 96 pozos en DMEM
que contenia SBF al 10 %, pre-tratado con una suspension de carbdn-dextran (SBFC) y
se mantuvieron en cultivo durante 6 horas hasta su adherencia a la placa. El medio de

cultivo se retird y se reemplaz6 por DMEM suplementado con 0.5 % de SBFC,



aminoacidos no esenciales, solucién de antibioticos y antimicético y 50 pug/ ml de &cido
ascorbico. Los cultivos de osteoblastos se incubaron durante 6 h adicionales. Al
término de este periodo de tiempo se retiré el medio, reemplazandose por medio nuevo
que contenia los diferentes esteroides sintéticos y naturales incorporados al medio,
disueltos en propilenglicol, este momento fue considerado como el dia 0. El efecto de
concentraciones crecientes (1, 10, 50, 100 y 500 nM) de NET, LNG, 3a,5a-NET,
3B,5a-NET, 3a,50-LNG y 3B,5a-LNG, sobre la proliferacion de los osteoblastos, se
estudio mediante incubaciones durante 4 dias, el medio se reemplaz6 cada 24 h, por
medio nuevo que contenia cada una de las concentraciones de los esteroides. Como
controles experimentales se emplearon concentraciones idénticas de E, y P, asi como el
propilenglicol (vehiculo). La proliferacion celular se determind por la cuantificacién
diaria (dia 0 al dia 4) del contenido de DNA, tanto en los cultivos tratados con los
esteroides como en los cultivos control. Se realizaron estudios adicionales en los cuales
se incubaron durante 24 h, 15 X 10° células/ pozo en placas de cultivo de 48 pozos con
una sola concentracion de 500 nM de E;, 3a,5a-NET, 3p,5a-NET y 3B,50-LNG, en
presencia o ausencia de 250 uM del antiestrégeno esteroidal ICI1-182,780 (Zeneca-

Pharma, Ciudad de México).

Cuantificacion del Contenido de DNA

El contenido de DNA se determino por el método fluorométrico, descrito por Labarca 'y
Paigen (92). Se preparo la curva estandar de DNA de timo de salmon de 0.1ug a 20 pg.
Los cultivos de osteoblastos se lavaron con PBS y se sonicaron durante 5 s en 200 pl de
una solucién salina que contenia 0.05 M de NaH,PO, y 2 M de NaCl, a pH 7.4. De

cada concentracion del DNA de la curva estandar asi como de los lisados celulares, se

tomaron 100 ul y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente con 5 ml del



reactivo de Hoechst 33258 (Bisbenzimida) disuelto en solucion salina, en una
proporcion de 0.1 ug/ ml. Al término del periodo de incubacion, la intensidad de la
fluorescencia se determind en un fluorometro Hoefer modelo DyNA Quant 200
(Pharmacia Biotech Inc. St. Francisco, CA) a 360 / 460 nm. La concentracion de DNA

se expresd en microgramos (ug).

Diferenciacion de los Osteoblastos

Para evaluar los efectos de las progestinas sintéticas y sus derivados reducidos en el
anillo A sobre la diferenciacién de los osteoblastos cultivados, se determinaron dos
biomarcadores celulares de formacion 6sea: la actividad de fosfatasa alcalina y el

contenido de osteocalcina (93-95) en presencia o ausencia de esteroides.

Determinacion de la Actividad de Fosfatasa Alcalina

Los osteoblastos se sembraron a la densidad de 20 X 10* células/pozo en placas de
cultivo de 24 pozos en DMEM con 5 % de SFB, aminoacidos no esenciales, solucion de
antibioticos y antimicotico y se incubaron durante 18 h. Al término de la incubacién, el
medio de cultivo se retird y se reemplazé por medio nuevo que contenia 50 pug/ ml de
acido ascorbico y concentraciones crecientes (1-500 nM) de NET, LNG y sus derivados
tetrahidro reducidos incorporados al medio con propilenglicol (dia 0). Como controles
experimentales se usaron concentraciones idénticas de E, y P y propilenglicol. Cada
tercer dia durante 15 dias, el medio de cultivo se reemplaz6 por medio nuevo,
conteniendo idénticas concentraciones de los esteroides y propilenglicol. Experimentos
adicionales se realizaron con osteoblastos incubados con NET y LNG en presencia o
ausencia de 75 uM de finasteride. Al término del periodo de exposicion a los

esteroides, el medio se retird y las células se cosecharon con la ayuda de un gendarme,



se transfirieron a tubos conicos de 500 ul y se lisaron durante 2 min con 200 ul de una
solucion que contenia 0.1 M de Tris-HCI y 0.1% de Tween 20, a pH 7.5. Los lisados
celulares se sometieron a 3 ciclos alternos de 5 min de congelacién - descongelacion (-
70° C / 25° C) cada uno, para liberar al medio la fosfatasa alcalina de los osteoblastos y

proceder a la determinacion de su actividad.

La actividad de fosfatasa alcalina (FA) se determind por el uso del método descrito por
Lowry y cols. (96). Se tomaron 20 ul de los lisados y se transfirieron a pozos de una
placa de 96 pozos y se incubaron a 37° C, durante 30 min en una solucion alcalina de
0.1 M de Tris HCl y 0.1 M de NaCl, pH de 9.8 que contenia 1 M de dietanolamina, 0.25
mM de MgCl, y 10 mM de p-nitrofenilfosfato. Al finalizar el periodo de incubacién, se
adicionaron 50 ul de 3 M de NaOH para detener la reaccion y la intensidad del color
generado por el nitrofenilo liberado se determin6 en un espectrofotémetro a 405 nm.
Los resultados se expresaron en unidades (U) de actividad de FA/ mg de protein / min.
La determinacion del contenido de proteinas se realizé utilizando el método de Bradford

(97).

Determinacion del Contenido de Osteocalcina

Se sembraron 4 X 10* osteoblastos/ pozo en placas de cultivo de 96 pozos. Al alcanzar
la confluencia, el medio de cultivo se reemplazd por medio nuevo que contenia 50 pg/
ml de &cido ascorbico y una concentracion de 50 nM de cada uno de los siguientes
esteroides: NET, LNG, 3a,5a-NET, 3B,5a-NET, 3a,50-LNG y 3pB,50-LNG, usando
E,, Py propilenglicol como controles y se incubaron durante 15 dias. EI medio,
conteniendo los diferentes esteroides se reemplazé por medio nuevo idéntico, cada

tercer dia. Experimentos adicionales se realizaron con osteoblastos incubados con NET



0 LNG, en presencia o ausencia de 75 uM de finasteride. Al término del periodo de
incubacion, las células se lavaron con PBS y se fijaron durante 30 min a 4° C en las
placas con 0.5 % de glutaraldehido disuelto en PBS. Inmediatamente después, las
células se lavaron con PBS, se secaron con aire y se incubaron a 4° C, durante 24 h en la
oscuridad, con 1 % de albdmina sérica de bovino disuelta en una solucion
amortiguadora de carbonatos (Na,COsz; 1.59 g y NaHCO3; 2.93 g) a pH de 9.6.
Posteriormente, las células se lavaron tres veces con PBS que contenia 0.1 % de Tween

20y dos veces con PBS.

El contenido de osteocalcina (OC) presente en la matriz extracelular de los osteoblastos
se determin6 por un método de ELISA adaptado a células, para la cuantificacion de
proteinas localizadas en la superficie celular similar al descrito por Nibbering y cols.
(98). Los cultivos de osteoblastos de la curva estandar, asi como aquellos que fueron
expuestos a los esteroides se incubaron a 37° C durante 2 h, con un anticuerpo
monoclonal contra OC de bovino desarrollado en ratén, diluido 1:500 con PBS que
contenia 0.025 % de Tween 20. Las células se lavaron con PBS conteniendo 0.5 % de
Tween 20 y se incubaron a 37° C, durante 1 h con anti-lgG de raton desarrollado en
conejo, acoplado a peroxidasa, diluido 1:1000 con PBS conteniendo 0.025 % de Tween
20. Al término de la incubacion se removio el exceso de anti-lgG e inmediatamente las
células se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min con 0.4 mg/
ml de o-fenilendiamino (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), disuelto en 2.43 ml de
una solucion que contenia 0.1 M de acido citrico, 2.57 ml de 0.2 M de Na,HPQ,4, 5 ml
de agua bidestilada y desionizada y 2 ul de peroxido de hidrégeno al 30 %. Al finalizar
la incubacidn, se adicionaron 30 ul de H,SO,4 a una concentracion 2 M, para detener la

reaccion. La intensidad del color generado por la reaccion se midié en un



espectrofotometro a 490 nm. El contenido de OC se determind interpolando las lecturas
de las absorbancias especificas en la parte lineal de la curva estdndar. Los resultados se

expresaron como absorbancia especifica/ 10° células.

Mineralizacion

El efecto de las progestinas sintéticas NET y LNG asi como de sus derivados reducidos
sobre el proceso de mineralizacion se establecié por el contenido de calcio y la
deposicion mineral en los osteoblastos mantenidos en cultivo. La deposicion mineral se
visualizd mediante la tincion con rojo de Alizarina S (Sigma Chemical Co. St Luis,
MO) (99) y el contenido de calcio se determiné a través de su espectro de absorcion
atomica y el uso de un espectrofotémetro de absorcion atomica (Perkin-Elmer, Modelo
3110. Norwalk, CO). Se sembraron 20 X 10 osteoblastos/ pozo, en placas de 24 pozos
en DMEM conteniendo 10 mM de B-glicerofosfato y se incubaron con una sola dosis
(50nM).de NET, LNG vy sus derivados 3a,50- y 3pB,5a-reducidos en una atmosfera
hdmeda de 5% de CO; en aire a 37° C, durante 15 dias. Una concentracion idéntica de
E.y P asi como el propilenglicol se utilizaron como controles experimentales. ElI medio
de cultivo se reemplazd6 por medio nuevo con los esteroides cada tercer dia.
Experimentos adicionales se realizaron con osteoblastos incubados con 50 nM de NET
y LNG en presencia o ausencia de 75uM de finasteride. Al finalizar el periodo de
incubacion, las células se sometieron para determinar la deposicién mineral y el
contenido de calcio asociado a la célula. La deposicién mineral se determiné después de
que las células se fijaron a la placas con formalina neutra y se incubaron durante, 15
min y a temperatura ambiente, con una solucion saturada de rojo de Alizarina S en agua
bidestilada, pH 4.1. Las placas se lavaron tres veces en agua corriente, se secaron con

flujo de aire y la deposicion mineral se observd en un microscopio estereoscopico



Nikon SMZ, Modelo 1500 y se fotografié con una camara digital Nikon, Modelo E995.
El andlisis de densidad integrada en muestras representativas se realiz6 usando un
analizador de iméagenes Stratagene Modelo Tagle Eye 1l ( La Jolla, CA, EUA). Los
resultados se expresaron en valores numéricos arbitrarios de densidad integrada
(pixeles) obtenidos mediante el uso del software Lab Works 4.5 (UVP Bioimagen

Systems, Upland, CA, EUA).

Cuantificacion del Contenido de Calcio

El contenido de calcio de los osteoblastos, se determin6 después de que las células se
lavaron (3 veces) con PBS libre de Ca** y Mg, se descalcificaron toda la noche con
0.5 N de HCI a 4° C y se centrifugaron (4000 g) durante 5 min en una centrifuga
Eppendorf Modelo 5415 C (Brinkmann Instruments Co. Westbury, NY). EI contenido
de calcio de los sobrenadantes, se determind en un espectrofotometro de absorcién
atomica Perkin-Elmer, Modelo 3110 (Norwalk, CO). Los resultados se expresaron
como pg de calcio/ mg de proteina. La concentracion de proteinas se determino por el

método de Bradford (97).

Analisis Estadistico

Las comparaciones de los grupos experimentales con los controles se analizaron
mediante la prueba estadistica de ANOVA. Las diferencias estadisticas entre los grupos
se establecieron utilizando la prueba estadistica t-Student de dos colas (SigmaStat
Statistical Analysis System, Jandel Corporation, San Rafael, CA) y se consideraron

significativas con valores de P < 0.05 (100).



Resultados

Sintesis Quimica de los Derivados Reducidos en el Anillo A de NET y LNG

La reduccion de NET y LNG con litio en amoniaco liquido resulté en la formacion de
5a-dihidro-NET y 5a-dihidro-LNG. EI rendimiento de la formacion de los productos
dihidro-reducidos fue del 85 % respectivamente. A partir de los derivados 5a-dihidro
reducidos de NET y LNG se sintetizaron los derivados tetrahidro-reducidos. La
reduccion de 5a-dihidro-NET con bromohidruro de sodio resulté en la formacién de
3a,50- y 3B,5a-tetrahidro de NET y con rendimiento de 85 % para el derivado 3f3,5a.-
NET y de 15 % para el 3a,50-NET. Las constantes fisicas y espectroscépicas de los
derivados 3a,5a- y 3B,5a-reducidos de NET resultantes, demuestran que poseen un alto

grado de pureza quimica, y se muestran a continuacion:

30,5a-NET [p. f.= 117 °C, [o]o (CHCls)= —1.56 °], H-NMR (CDCl5)3: 3.98 ppm (m,
1H, CHj3); 2.6 ppm (s, 1H); 0.88 ppm (s, 3H).
3B,5a-NET [p. f.= 191°C; [a]p (CHCI3)= —25°], H-NMR (CDCl3)5: 3.45 ppm (bm,

1H, C3-H); 2.77 ppm (s, 1H); 0.82 ppm (s, 3H).

La reduccion de 5o-dihidroLNG con L-selectride resultd en la formacion de 3a,5a-
LNG. El rendimiento fue de 92% para 3a,50-LNG y 8% para su isomero 3B. La
reduccion de 5a-dihidroLNG con borohidruro de sodio, resultd en la sintesis del
derivado 33,5a-LNG. EIl rendimiento de produccion fue de 85% para el 33,5a-LNG y
15% para el derivado 3a,5a-LNG. Las constantes fisicas y espectroscopicas de los

derivados tetrahidro-reducidos de LNG se muestran a continuacion:

30,50-LNG [p. f.= 130°C]; [a]*’> (CHs-OH)= 26°; i.r. max: 3400, 3300, 1060 cm™; H-



NMR (3) 0.98 ppm (t, CHz); 2.58 ppm (s, C=CH); 4.1 ppm (m, 3H).
3B,50-LNG [p. f.= 104 °CJ; [0]®’p (CH3-OH)= 42°; i.r. max: 3400, 3300, 1050 cm™; H-
NMR (3)

0.98 ppm (t, CHz); 2.60 ppm (s, C=CH), 3.61 ppm (bm, 3H)

Fenotipo de los Osteoblastos Aislados de los Parietales de la Rata

Los resultados obtenidos de la actividad de fosfatasa alcalina y la presencia de
osteocalcina en las células aisladas entre la segunda. y cuarta digestiones enzimaticas
demostraron la presencia de ambas proteinas en el 98 % de las células analizadas,

indicando que las células poseen caracteristicas fenotipicas de osteoblastos.

Estudios de Proliferacion Celular

Efectos sobre el Contenido de DNA

El efecto de las hormonas esteroides naturales sobre la proliferacion de los osteoblastos
se muestra en la Figura 10. La adicién de concentraciones crecientes (1-500 nM) de E;
a los cultivos de osteoblastos estimularon un incremento significativo (P < 0.0001),
dosis-dependiente en el contenido de DNA (Figura 10 A), aun con la menor dosis
empleada (1nM), cuando se comparé con los cultivos de osteoblastos expuestos al
vehiculo (Figura 10 C). EIl efecto del E, sobre el contenido de DNA también fue
dependiente del tiempo de estimulacion. Por el contrario, la adicion de concentraciones
idénticas de P los cultivos de osteoblastos, no indujo cambios sobre el contenido de
DNA (Fig. 10 B), la ausencia de efecto fue evidente aun con la mayor dosis de P

empleada (500 nM).
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Fig. 10. Efecto de concentraciones crecientes de estradiol (A), progesterona (B) y propilenglicol
(vehiculo) (C) sobre el contenido de DNA de los osteoblastos. EI DNA celular se determind
antes y después de 24, 48, 72 y 96 h de exposicion a cada uno de los esteroides. El contenido de
DNA en ausencia de esteroides (vehiculo) fue de 0.85 £ 0.32 nug, en todos los periodos de
incubacion. Los valores representan la media £ D. E. de tres experimentos por sextuplicado

cada uno. *, P <0.0001 cuando se compararon con el vehiculo

Los efectos de NET, LNG y sus derivados reducidos en el anillo A sobre la
proliferacion celular se muestran en la Figura 11. La adicion de NET a los cultivos de
osteoblastos indujo un incremento significativo (P < 0.0001) sobre el contenido de
DNA (Figura 11 A), comparado con los cultivos expuestos a P y al vehiculo (Figuras 10
B y C). El efecto de NET sobre los osteoblastos se observo a partir de la dosis de 50
nM y después de largos periodos (72 h y 96 h) de exposicion de los cultivos con la
progestina. La adicion de pequefias dosis de NET (1 nM y 10 nM) a los cultivos de
osteoblastos no indujo cambios significativos en el contenido de DNA durante el tiempo
de exposicion. La estimulacion de los cultivos de osteoblastos con concentraciones
crecientes de 3B,5a-NET resultdé en un incremento significativo (P < 0.0001), dosis-
dependiente sobre el contenido celular de DNA, adn en la menor dosis empleada (1nM),
durante todos los periodos de exposicion (Figura 11 B), semejante al efecto inducido

por el E,, aunque con menor extension. El derivado 3a.,5a-NET también incremento el



contenido de DNA en los cultivos de osteoblastos (Figura 11 C), aunque el efecto fue de
menor potencia que el observado con su isémero 3. Dosis pequefias (1 nM y 10 nM)
de 3a,5a-NET fueron ineficientes sin embargo, 50 nM y dosis mayores (100 nM y 500
nM) incrementaron el contenido celular de DNA durante todos los periodos de

exposicion.

La progestina sintética LNG también incremento el contenido de DNA, aunque el efecto
fue menor que el inducido por NET. EI efecto de LNG sobre la proliferacion de los
osteoblastos se observé a partir de la dosis de 50 nM y a las 72h y 96 h de estimulacion
(Figura 11 D). El efecto del derivado 3f,5a-tetrahidro de LNG sobre el contenido de
DNA de los osteoblastos (Figura 11 E) fue mayor que el observado con LNG, aunque
mas débil que el efecto inducido por el derivado correspondiente 3p,5a-tetrahidro de
NET. La adicion de dosis elevadas dosis (500 nM) de 3B,5a-LNG a los cultivos de
osteoblastos incremento significativamente (P < 0.0001), el contenido de DNA a partir
de las primeras 24 h de estimulacion. Por el contrario, el efecto inducido por el
derivado 3a,50-LNG sobre el contenido celular de DNA de los cultivos fue debil y

tardio, a partir de las 72h y 96h (Figura 11 F).
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Fig. 11. Efecto de dos progestinas sintéticas y sus derivados reducidos en el anillo A sobre el
contenido celular de DNA en osteoblastos. Concentraciones crecientes de norestisterona (A),
3B,5a-NET (B), 3a,5a-NET (C), levonorgestrel (D), 3B,5a-LNG (E) y 3a,50-LNG (F) se
incubaron con osteoblastos durante 4 dias. El contenido de DNA se determind antes y después
de 24, 48,72 y 96 h de exposicién a los esteroides. Los valores representan la media + D. E. de
tres experimentos por sixtuplicado. *, P < 0.0001 cuando se compararon con las incubaciones
control (vehiculo).

El efecto de ICI-182,780 sobre el incremento del contenido de DNA, inducido por los
derivados 3B,5a-, 3a,5a-tetrahidro de NET vy el derivado 3p,5a-reducido de LNG en
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los cultivos de osteoblastos se muestra en la Fig. 12. La incubacién de una dosis alta
(500 nM) de 3B,5a-NET, 3a,50-NET y 3B,50-LNG, en la presencia de 250 uM de
ICI-182-780 en cultivos de osteoblastos, durante 24 h suprimié significativamente (P <
0.0001) el incremento sobre el contenido de DNA inducido por los derivados tetrahidro-

reducidos.

Fig. 12. Efecto del antiestrégeno IC1 182 780 (ICl), sobre el incremento del contenido de DNA
inducido en osteoblastos por estradiol (E;) y los derivados tetrahidro reducidos de noretisterona
(NET) y levonorgestrel (LNG). Los osteoblastos se incubaron con 500 nM de E;, , 33,5a-NET,
3a,50-NET y 3B,50-LNG en la presencia o ausencia de 250uM de ICI durante 24 h. Los
valores representan la media = D. E. de tres experimentos por sextuplicado cada uno. *, P <

0.0001 cuando se compararon con incubaciones en ausencia del antiestrégeno.

Estudios de Diferenciacion

Efectos sobre la Actividad de Fosfatasa Alcalina

El efecto de concentraciones crecientes (1-500 nM) de E, y P sobre la actividad de FA
de los cultivos de osteoblastos se muestra en la Figura 13. La exposicion de los
osteoblastos a E; resulté en un incremento significativo (P < 0.0001), dosis-dependiente
sobre la actividad de FA comparado con los cultivos expuestos al vehiculo (Figura 13
A), mientras que la exposicion de los osteoblastos a P, no indujo cambios en la
actividad de la enzima, a ninguna de las dosis empleadas (Figura 13 A). Por el
contrario, NET y sus derivados tetrahidro-reducidos incrementaron la actividad de FA
en los cultivos de osteoblastos (Figura 13 B). La adicién de 10 nM y dosis mayores (50
nM, 100 nM y 500 nM) de NET a los cultivos de osteoblastos resulté en un incremento
significativo (P < 0.0001) sobre la actividad de FA, comparado con los cultivos
expuestos al vehiculo. El derivado 3B,5a-tetrahidro-NET también indujo un
incremento significativo (P < 0.0001), dosis-dependiente sobre la actividad de FA de los
osteoblastos, aun con la menor dosis empleada (1 nM) (Figura 13 B), de manera similar
al efecto observado con dosis idénticas de E; (Fig. 13 A), aunque con menor potencia.

La adicion de 3o,50-tetrahidro-NET a los cultivos de osteoblastos también resulté en



un incremento significativo (P < 0.0001), dosis-dependiente de la actividad de FA,

aungue con menor potencia que lo observado con su isomero 3p.

La progestina sintética LNG indujo un efecto débil pero significativo (P < 0.0001) sobre
la actividad de FA de los osteoblastos, que fue evidente a partir de la dosis de 50 nM
(Figura 13 C). La adicion del derivado 3B,5a-LNG resulté en un incremento
significativo (P < 0.0001), dosis-dependiente sobre la actividad celular de FA en
osteoblastos, evidente a partir de la dosis de 10 nM. EI 3B,5a-LNG fue més potente que
LNG para inducir la actividad de FA aunque de menor potencia que el inducido por E..
El derivado 3a,50-LNG exhibié un incremento pequefio, pero significativo (P <
0.0001), sobre la actividad de FA de los cultivos de osteoblastos, Gnicamente a dosis
altas (100 y 500 nM).
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Fig. 13. Efecto de estradiol y progesterona (A); norestisterona (NET), 3p,5a-NET y 3a,5a-
NET (B) y levonorgestrel (LNG), 3B,50-LNG y 3a,50-LNG (C) sobre la actividad de fosfatasa
alcalina en osteoblastos en cultivo. La actividad de fosfatasa alcalina se determind en
osteoblastos incubados con concentraciones crecientes (1-500 nM) de cada uno de los esteroides
durantes 15 dias consecutivos. Los valores representan la media £ D. E. de tres experimentos
por sextuplicado cada uno. *, P < 0.0001 cuando se compararon con el vehiculo (V) y **, P <

0.0001 cuando se compararon con las progestinas sintéticas correspondientes.

El efecto de finasteride, sobre el incremento de la actividad de FA inducida por NET y
LNG en los cultivos de osteoblastos, se muestra en la Figura 14. La incubacién de
osteoblastos con una sola dosis (50 nM) de NET o LNG en presencia de 75 uM de

finasteride, durante 15, dias suprimi¢ significativamente (P < 0.0001) el incremento de

la actividad de FA inducido por las progestinas sintéticas.
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Fig. 14. Efecto de finasteride (F), un inhibidor de 5a-esteroide reductasas, sobre el incremento
de la actividad de fosfatasa alcalina inducida por progestinas sintéticas 19-nor. Los osteoblastos
se incubaron con 50 nM de noretisterona (NET) o levonorgestrel (LNG) en presencia o ausencia
de 75uM de F durante 15 dias. Los resultados se expresan como actividad de fosfatasa alcalina
(U/ mg proteina/ min). Los valores representan la media £ D. E. de tres experimentos por

sextuplicado cada uno. *, P< 0.0001 cuando se compararon con incubaciones en ausencia de F.



Efectos sobre el Contenido de Osteocalcina en Osteoblastos

El efecto de los esteroides naturales y las progestinas sintéticas 19-nor y sus derivados
tetrahidro reducidos sobre el contenido de OC en los cultivos de osteoblastos se muestra
en la Figura 15. La incubacion de osteoblastos con una dosis Unica (50 nM) de E,
durante 15 dias, resultd en el incremento significativo (P < 0.0001) del contenido de
OC, comparado con los cultivos de osteoblastos incubados con vehiculo. Por el
contrario, la incubacion de osteoblastos con 50 nM de P, no modificé el contenido

celular de OC.

La adicion de 50 nM de NET, 3a,5a-NET y 3B,5a-NET en los cultivos de osteoblastos
(Figura 15) result6 en el incremento significativo (P < 0.0001) del contenido de OC,
cuando se compar0 con osteoblastos incubados con el vehiculo. El efecto observado fue
semejante al inducido por E,, aunque de menor potencia (Figura 15). EIl derivado
3B,5a-NET fue el inductor més potente del incremento del contenido de OC, aunque el
efecto fue de menor potencia que el observado con E,. El derivado 3a,5a-NET también
indujo incremento sobre el contenido celular de OC, aunque de menor potencia que el
inducido por su isomero 3, mientras que el efecto de NET, fue de menor potencia que

los inducidos por sus derivados tetrahidro-reducidos.

La exposicion de cultivos de osteoblastos a una dosis idéntica (50 nM) de LNG vy sus
derivados reducidos durante 15 dias resultaron en diferentes efectos. Como se muestra
en la Figura 15, el derivado 3p,50-LNG fue el mas efectivo inductor del incremento del
contenido de OC, aunque su efecto fue de menor potencia que el inducido por el

derivado 3p,5a-tetrahidro de NET. EI incremento del contenido de OC inducido por



LNG fue pequefio pero significativo (P < 0.001) comparado con cultivos expuestos al
vehiculo, mientras que el derivado 3a,50-LNG fue ineficiente para inducir cambios en

el contenido de OC.
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Fig. 15. Efecto de estradiol y progesterona, las progestinas sintéticas y sus derivados tetrahidro-
reducidos sobre el contenido celular de osteocalcina. Los osteoblastos se incubaron con una sola
dosis (50 nM) de cada uno de los esteroides, durante 15 dias consecutivos. Los resultados se
expresaron como absorbancia especifica/ 10,000 células. Los valores representan la media + D.
E. de tres experimentos por sextuplicado cada uno.*, P < 0.0001 cuando se compararon con el

vehiculo; #*, P < 0.0001 cuando se compararon con las progestinas sintéticas correspondientes.

El efecto de finasteride sobre el incremento del contenido de OC inducido por ambas
progestinas en los cultivos de osteoblastos, se muestra en la Figura 16. Las
incubaciones de los cultivos de osteoblastos con 50 nM de NET o LNG en presencia de
75 uM de finasteride, durante 15 dias suprimid significativamente (P < 0.0001) el

incremento del contenido de OC .inducido por ambas progestinas
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Fig. 16. Efecto de finasteride (F) sobre el incremento del contenido de osteocalcina inducido en
osteoblastos por progestinas sintéticas. Los osteoblastos se incubaron con 50 nM de
noretisterona (NET) y levonorgestrel (LNG) en la presencia de 75uM de F durante 15 dias. Los
resultados se expresan como absorbancia especifica/ 10000 células. Los valores representan la
media + D. E. de tres experimentos por sextuplicado cada uno. *, P < 0.0001 cuando se

compararon con las incubaciones en la ausencia de F.

Estudios de Mineralizacion

Efectos sobre el Contenido de Calcio

El efecto de hormonas esteroides sexuales, progestinas sintéticas y sus derivados
tetrahidro- reducidos sobre el contenido de calcio en cultivos de osteoblastos se muestra
en la Figura 17. La estimulacion de osteoblastos con 50 nM de E,, durante 15 dias,
resulté en un incremento significativo (P < 0.0001) sobre el contenido de calcio
comparado con cultivos de osteoblastos expuestos al vehiculo mientras que, la adicién
de progesterona a los cultivos de osteoblastos resultd ineficiente. La exposicion de

cultivos de osteoblastos a 50 nM de NET, 3a,50- NET y 3B,50-NET resultd en un



incremento significativo (P < 0.0001) del contenido de calcio, semejante al efecto
inducido con E,, aunque de menor potencia (Figura 17). El derivado 3p,5a-NET, el
mejor inductor del incremento del contenido de calcio, fue menos potente que el de Ex.
El derivado 3a,50-NET también estimulé incremento sobre el contenido de calcio,
aunqgue el efecto fue de menor potencia que el de su isomero 33. El efecto de NET
sobre el contenido de calcio fue significativamente menor (P < 0.0001) que los

inducidos por sus derivados tetrahidro-reducidos.

La exposicién de cultivos de osteoblastos con 50 nM de LNG y sus derivados
reducidos, durante 15 dias, resultd en diferentes efectos. El derivado 33,50-LNG fue el
inductor méas efectivo del incremento del contenido de calcio, aunque su efecto fue
significativamente (P < 0.0001) de menor potencia que el inducido por el derivado
3B,5a-tetrahidro de NET (Figura 17). EIl derivado reducido 3c,50-LNG también
estimuld un incremento sobre el contenido de calcio, aunque el efecto fue menor que el
inducido por su epimero 3p. La estimulacion de cultivos de osteoblastos con LNG
indujo un incremento pequefio, pero significativo (P < 0.0001) sobre el contenido de

calcio comparado con el vehiculo.
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Fig. 17. Efecto de estradiol, progesterona, progestinas sintéticas y sus derivados tetrahidro-
reducidos sobre el contenido de calcio. Los osteoblastos se incubaron con 50 nM de estradiol
(E,), progesterona (P), noretisterona (NET), 3B,5a-NET, 3a,5a-NET, levonorgestrel (LNG),
3B,50-LNG y 3a,5a-LNG durante 15 dias, usando vehiculo (V) como control. Los resultados
se expresan como ug/ mg de proteina y los valores representan la media £ D. E. de tres
experimentos por sextuplicado cada uno. *, P < 0.0001 cuando se compararon con el vehiculo,

** P < 0.0001 cuando se compararon con las progestinas sintéticas correspondientes.

Efectos sobre la Deposicion Mineral

La Figura 18 muestra la deposicion mineral tefiida con el rojo de Alizarina S, en los
cultivos de osteoblastos estimulados con E;, Py NET, LNG vy sus derivados 3a- y 33-
tetrahidro-reducidos. La adicion de 50 nM de E; a los cultivos de osteoblastos estimuld
una extensa y densa deposicion mineral (406 X 10° pixeles), mientras que la P a la
misma dosis fue ineficiente. La densidad de los depdsitos minerales en los cultivos
expuestos a P (117 X 10° pixeles) fue similar a la observada en los cultivos de
osteoblastos incubados con el vehiculo (110 X 10° pixeles). La estimulacién de los
cultivos de osteoblastos con NET indujo deposicién mineral (191 X 10° pixeles) de

menor densidad que la inducida con E,. La deposicién mineral inducida por el derivado



3B,50-NET (289 X 10° pixeles) fue mayor que la inducida por NET vy similar a la
estimulada por E; aunque de menor potencia (Figura 18). El derivado 3c,50-NET (175
X 10 pixeles) también indujo deposicién mineral, aunque con menor densidad que la

formada con E; y el derivado 3p,5a-NET.

LNG vy sus derivados tetrahidro-reducidos particularmente, el 38,5a-LNG (231 X 10°
pixeles) estimularon la deposicién de mineral en los cultivos de osteoblastos, de
manera similar a NET y sus correspondientes derivados reducidos, aunque de menor
densidad. La deposicién mineral inducida por LNG fue de densidad similar (169 X 10%)
a la estimulada por el derivado 3a,50-LNG (160 X 10°) (Figura 18). La adicién de
75uM de finasteride a los cultivos de osteoblastos estimulados con 50 nM de NET o
LNG, durante 15 dias, suprimié la deposicion mineral inducida por las progestinas

sintéticas (Fig. 18).
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Fig. 18. Depositos minerales en osteoblastos inducidos por estradiol (E; ), progesterona (P),
noretisterona (NET), levonorgestrel (LNG), y sus derivados tetrahidro-reducidos (3p3,5a-NET,
3a,50-NET, 3B,5a-LNG y 30,50-LNG) tefiidos con rojo de Alizarina- S. Los osteoblastos se
incubaron con una sola dosis (50nM) de cada uno de los esteroides durante 15 dias, usando
vehiculo (V) como control. Incubaciones en paralelo con NET o LNG se realizaron en presencia
de finasteride (F). Las microfotografias estereoscdpicas (magnificacion: X 120) de una muestra
representativa muestra las imagenes de la deposicion mineral inducida por los esteroides y el
efecto de F en osteoblastos incubados con las progestinas sintéticas. La escala de la barra es de 0
- 200 pum.

Discusion

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio contribuyen con una explicacion
plausible del modo de accion de las progestinas 19-nor en células osteoblésticas. Con el
uso de cultivos primarios de osteoblastos, aislados de los parietales de ratas recién
nacidas, se logra demostrar que dos progestinas derivadas de la serie 19-nor: NET y

LNG ejercen efectos relevantes sobre la proliferacion, diferenciacion y mineralizacion



celular, mediados por sus derivados reducidos en el anillo A, mimetizando los efectos
del E,. Los resultados también aportan evidencia concluyente de que la P no estimula la
actividad celular de osteoblastos. El hallazgo de que P carece de efecto esta de acuerda
con la observacion de que el modelo del ratén portador de una mutacién en el gen que
expresa el receptor de P no tiene alteraciones aparentes en la densidad de su masa dsea,
ni en la histomorfometria del hueso, lo que indica que los receptores de P no tienen un
papel bioldgico en los procesos que dirigen y orientan el desarrollo normal del hueso
(101). En contraste, la NET y en menor extension el LNG, en dosis altas a partir de 50
nM y después de 48 h de cultivo, estimulan de una manera dosis-dependiente, la
proliferacion de osteoblastos. EI efecto de las progestinas 19-nor es similar al
observado con E,, aunque con menor potencia. Esta observacion confirma y extiende
la demostracion experimental de que la NET estimula la proliferacion de células de

osteosarcoma humano (102).

El hallazgo experimental mas sorprendente es que los derivados 3f,5a—tetrahidro
reducidos de NET y LNG estimulan eficientemente la proliferacion de los osteoblastos,
con mayor potencia que las progestinas sin modificaciones, de manera similar al efecto
observado con E,. El derivado 3a,50—reducido de NET también induce un aumento
significativo en la proliferacion de osteoblastos en cultivo, aunque de menor potencia
que el de su epimero 3 mientras que, el derivado 3a,5c de LNG es inefectivo para
inducir la proliferacion celular.  Estos resultados sugieren fuertemente que el
incremento de la proliferacion de osteoblastos inducido por NET y LNG, son mediados
por sus derivados tetrahidro-reducidos y de la interaccidn posterior con los receptores
intracelulares de estrogenos. Este concepto se sustenta con la observacion de que el ICI

182 780, un potente antagonista esteroidal de los receptores de estrogenos, suprime la



proliferacion osteoblastica inducida por los derivados tetrahidro-reducidos de NET vy
LNG de una manera idéntica a lo que ocurre con la supresion de la proliferacion celular

inducida con E,.

Las dos progestinas 19-nor y sus derivados reducidos en el anillo A también exhiben
efectos relevantes sobre la diferenciacion de los osteoblastos, establecida por los
cambios sobre la actividad de FA el contenido de OC. Los efectos de los esteroides
sintéticos sobre los dos biomarcadores celulares, se observan después de 15 dias
consecutivos de estimulacion con los esteroides, de manera similar a los efectos
inducidos con E,. Esta observacion correlaciona con los hallazgos de Stein y cols.
(103) y Qu y cols. (36) quienes demostraron que la expresion del RNAm de FA el
RNAm de OC inducida por el E; en osteoblastos de roedores no fueron detectados antes
del dia 12 consecutivo de estimulacion. Interesantemente, el efecto del incremento de
los dos biomarcadores inducido por los derivados 33,5a-reducidos de NET y LNG fue
de mayor potencia que el inducido por las progestinas sintéticas 19-nor sin
modificaciones. Los derivados 3a,5a-reducidos de NET y LNG también estimularon el
incremento de la actividad de FA y el contenido de OC en osteoblastos en cultivo,
aungue con menor potencia que los efectos inducidos por sus epimeros 3p. Los efectos
de NET y LNG sobre la diferenciacion celular en los osteoblastos fueron suprimidos por
la adicion de F, inhibidor esteroidal especifico de las 5a-esteroide reductasas, (104);
este hallazgo sugiere fuertemente que los efectos inducidos por las progestinas sintéticas
19-nor sobre la diferenciacion, son mediados por sus productos reducidos en el anillo A,

formados por conversion metabolica.



Los resultados de los estudios de mineralizacion en los osteoblastos en cultivo revelaron
que el E; fue el esteroide méas potente para inducir incremento en el contenido de calcio
en los cultivos, tal y como lo demostré Qu y cols (36) en los osteoblastos de raton,
mientras que la P fue completamente ineficiente. En contraste, las progestinas sintéticas
y sus derivados tetrahidro-reducidos, exhibieron un efecto evidente sobre la
mineralizacién, similar a lo observado con E-.

El hallazgo més relevante fue que los derivados 3B,5a y 3a,5a de NET estimularon
incremento en la acumulacion de calcio con una potencia comparable a la del E;. Los
derivados reducidos de LNG también estimularon incremento sobre el contenido de
calcio en los cultivos de osteoblastos, aunque con menor potencia. El efecto de E,, las
progestinas sinteticas y sus derivados tetrahidro-reducidos sobre la mineralizacién de
los osteoblastos fue aun mas evidente cuando se uso el rojo de Alizarina S para
visualizar los depositos de calcio en los cultivos. Las imagenes microestereoscopicas de
los depdsitos minerales en los cultivos de osteoblastos expuestos a los esteroides,
correlacionan positivamente con el contenido celular de calcio. Los mas potentes
inductores de la deposicién de calcio fueron E; y los derivados 3f3,5a-reducidos de NET
y LNG. Las progestinas sin modificaciones y sus derivados 3a,5a-reducidos también
indujeron la mineralizacion, aunque en una menor proporcion, mientras que la P no
exhibio ningln efecto. Interesantemente, el finasteride también suprimio la formacion
de depositos de calcio inducidos por NET y LNG en los cultivos de osteoblastos,
brindando un apoyo adicional al concepto de que los efectos de las progestinas
sintéticas 19-nor sobre la diferenciacion de los osteoblastos son mediados a traves de
sus metabolitos no fenolicos, reducidos en el anillo A.

La presencia de enzimas que reducen el anillo A de los androgenos y de las progestinas

sintéticas ha sido demostrada en las células osteoblasticas. En efecto, la actividad de



5a-esteroide reductasa se ha documentado por Shimodaira y cols.(105), mientras que
Issa y cols. (106) han informado la expresion de los genes de las 5Sa-esteroide
reductasas tipos 1 y 2 en celulas osteoblasticas humanas. Vittek y cols. (107)
demostraron la presencia de la 3a pero no de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa en
el hueso mandibular de la rata y estudios recientes en nuestro laboratorio, usando
dilucion isotopica inversa, demuestran la presencia de 3a- y 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasas, dos miembros de la superfamilia de las aldo-ceto reductasas, en

osteoblastos de la calvaria de la rata neonatal (datos aun no publicados).

En conclusion, los resultados experimentales en su conjunto son consistentes con los
informes previos de nuestro grupo de investigacién, que demuestran que los diversos
efectos estrogeno-agonistas de NET y LNG son mediados por sus derivados no
fenolicos, reducidos en el anillo A (82, 83, 78) y estan en linea, con el concepto de que
la progestinas sintéticas 19-nor son agentes efectivos para estimular la formacién de
masa 0sea, observado en estudios clinicos controlados.  Adicionalmente, usando
sistemas celulares de expresién génica por co-transfeccion, nuestro grupo ha
demostrado que los metabolitos no fendlicos, reducidos en el anillo A de las progestinas
sintéticas 19-nor son capaces de transactivar genes dependientes de estrdgenos,
mediados a través de los receptores o de estrégenos, pero no a través del receptor B de
estrdgenos (84, 85), comportandose los derivados reducidos de las progestinas sintéticas
como moduladores altamente selectivos. Estudios adicionales sobre los efectos de los
derivados reducidos de las progestinas, sobre el tejido mamario se requieren llevar a
cabo, particularmente debido a que se ha reportado sobreexpresion del gen de la 5a.-
esteroide reductasa tipo 1 en células de la glandula mamaria normales y neoplasicas y

en cancer mamario (109-110).



En conclusion, los resultados experimentales en su conjunto son consistentes con los
informes previos de nuestro grupo de investigacion, que demuestran que los diversos
efectos estrogeno-agonistas de NET y LNG son mediados por sus derivados no
fendlicos, reducidos en el anillo A (82, 83, 78) y estan en linea, con el concepto de que
la progestinas sintéticas 19-nor son agentes efectivos para estimular la formacion de
masa Osea, observado en estudios clinicos controlados.  Adicionalmente, usando
sistemas celulares de expresion génica por co-transfeccion, nuestro grupo ha
demostrado que los metabolitos no fendlicos, reducidos en el anillo A de las progestinas
sintéticas 19-nor son capaces de transactivar genes dependientes de estrogenos,
mediados a través de los receptores o de estrogenos, pero no a través del receptor 3 de
estrogenos (84, 85), comportandose los derivados reducidos de las progestinas sintéticas
como moduladores altamente selectivos. Estudios adicionales sobre los efectos de los
derivados reducidos de las progestinas, sobre el tejido mamario se requieren llevar a
cabo, particularmente debido a que se ha reportado sobreexpresion del gen de la 5a.-
esteroide reductasa tipo 1 en células de la glandula mamaria normales y neoplésicas y

en cancer mamario (109-110).

Los datos presentados en esta tesis, proporcionan informacion relevante sobre los
mecanismos moleculares a nivel celular, involucrados en la induccion de efectos
estrogenicos de las progestinas sintéticas 19-nor, las cuales son ampliamente utilizadas
en la prevencion y tratamiento de las perdida de masa 0sea en la mujer posmenopausica
y contribuyen a la generacion de propuestas de investigacion alternas para el disefio de

nuevas formulaciones de reemplazo hormonal.
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