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l. INTRODUCCION 

Las hormonas esteroides se encuentran en la natura

leza tanto en las especies animales como en las vegetales. 

Estas se unen a muy bajas concentraciones (lo-10 -10-8 M) so -

bre sitios especificos de sus células blanco, por lo que de -

ben tener una alta afinidad de unión por dichos sitios para 

poder ser captados y posteriormente ejercer su función [1]. 

La mayoría de los esteroides son sintetizados en tejidos dis

tantes a aquellos de los que son blanco de su acción; por lo 

que deben ser secretados y transformados antes de ser introdu 

cides a la célula blanco. 

Los esteroides son derivados del núcleo del ciclo -

pentanoperhidrofenantreno, que contienen tres anillos del ci

clohexano condensados con la ordenación propia del fenantreno. 

Entre los esteroides importantes que se encuentran en la natu 

raleza se hallan los ácidos biliares, las hormonas sexuales -

masculinas y femeninas, las hormonas adrenocorticales y otros 

varios esteroides que poseen intensa actividad biológica [2]. 

La producción de hormonas sexuales masculinas y fe

meninas, asi como los corticoides tienen como precursor al co 

lesterol. La esteructura esencial de todos estos compuestos 

es de cuetro anillos soldados como sigue: 

z 2 o 

w 
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Los compuestos de este tipo reciben la denominaci6n 

ge~eral de esteroides. En ellos existe siempre oxígeno, hi -

droxílico o cetónico, en W; un grupo hidroxilo o cet6nico en 

Z y un metilo en Y. Los anillos C y D están saturados y son 

sumamente estables y en X se encuentra un grupo metilo [3]. 

Hormonas Sexuales. 

Las gónadas la unidad fetoplacentaria y corteza su

prarrenal sintetizan las hormonas esteroides a través de las 

mismas vías de biosíntesis general. Las variaciones en los -

índices de secreción dependen de la correspondiente especiali 

zaci6n de cada gládula [4 y 5]. Se ha demostrado una serie -

de reacciones de condensaci6n dependiente de la NADPH que, en 

última instancia, produce esqualeno a partir de dos fraamen -

tos de carbono de la acetil coenzima A activada. A través de 

procesos cíclicos y eliminación de tres metilos se forma el -

colesterol. Esto se produce en el hígado y muchos otros teji 

dos, además de las glándulas formadoras de esteroides. 

La alteración inicial de las moléculas del coleste

rol comprende la incisión de la cadena lateral para producir 

delta 5-~regnenolona y ácido isocaproico. Existen evidencias 

que apoyan la hipótesis de que, en la suprarrenal, el ACTH ac 

túa primariamente para esimular esta reacción. 

Al parecer, la pregnenolona es el sustrato común p~ 

ra todos los esteroides hormonales. La conversión de pregne

nolona requiere de la delta 5, 3 beta-hidroxiesteroide deshi

drogenasa, la cual oxida el grupo hidroxílico en la posición 

3, y una isomerasa que cambia el doble enlace en delta 5 a 

delta 4, originando progesterona. Así, la progestcrona puede 

servir como precursor de los andrógenos y los estrógenos tan-
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to en los ovarios como en los testículs~. 

Las vías para la síntesis de los andrógenos y los -

estr6genos se hallan expuestas en la figura l. Las vías más 

importantes son: l} pregnenolona a progesterona a 17 alfa-h! 

droxiprogesterona a androstendiona; 2) pregnenolona a dehi -

droepiandrosterona a androstendiona. Se han sugerido otras -

vías adicionales. 

Los estrógenos proceden de los andr6genos en las 

glándulas formadoras de esteroides y, probablemente, también 

de tejidos no endócrinos. La conversión de los andr6genos en 

estrógenos se efect6a probablemente a través de los interme -

diarios 19-hidroxilados de la delta 4-androstendiona y la ar~ 

matización del anillo A para formar estrena y estradiol~ la -

testosterona probablemente se transforma en estr6genos de una 

forma similar. 

Estr6genos.- (6 y 7) Aunque sigue aumentando la 

lista de estr6genos identificados en los animales, hace tiem

po se conocen los estr6genos más importantes, como el 17 beta 

estradiol, la estrona y el estriol. Todos los estrógenos de 

origen animal son esteroides. Las fuentes más importantes de 

estr6genos son el ovario, la corteza supra: .enal, las células 

de Leydig del testículo y la unidad fetoplacentaria. Aunque 

la potencia relativa de los estrógenos varía algo de acuerdo 

con el método biológico que se empJea, se considera que el 17 

beta estradiol es el más potente cuando se administra por vía 

parenteral, le sigue la estrona; y el estriol es relativamen

te débil. 

La estrena, el estriol y el estradio¡ son los estr~ 

genes urinarios que se han determinado con mayor frecuencia. 
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Los estrógenos urinarios llegan a alcan~ctr un óptimo durante 

el tiempo de la ovulación, y se mantienen a una concentración 

elevada durante la vida del cuerpo lúteo. 

El estrógeno sintético más importante es el dietil

estilbestrol, el cual no es un estroide, y resulta eficaz por 

vía oral o parenteral. Al parecer se metaboliza a lo largo -

de algunas vías, como los estr6genos naturales, y se excreta 

principalmente en forma de glucor6nido. Existen otros estró

genos sintéticos como la 17 alfa-etinilestradiol y el estil -

bestrol los cuales son usados terapéuticamente debido a su al 

ta potencia al administrarse oralmente. 

OH 

11•· Ellnll••l r•dlol Estllbestrol 

OH 

~. w-CSCH 
o~CXJ 

178' ~Etlt testosterona 11 -. ·E ti n 11 • 1 9 · H o.r te.!\ tos 1 e, o na 

El índice de la produccipon de la estrena y el es -

tradiol, calculado a prtir de los valores de los metabolitos 

urinarios, es de 0.1 a 0.5 mg en aproximadamente 24 horas [81. 

Las escasas determinaciones que se han hecho de los estr6ge -

nos plasmáticos indican que los niveles, tanto de la estrona 

libre como del estradiol, oscilan esntre 0.1 a 1.0 ug/l de 
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plasma; los valores más elevados de ambus se encuentran en la 

fase luteinica del ciclo [9 y 10]. 

Gestágenos.- La progesterona es el mejor conocido 

y el más importante de los estroides que poseen actividad pr2 

gestacional. Sin embargo, por lo menos dos sustancias (la 

delta 4, 3-cetopregnen-20-beta-ol y delta 4, 3-cetopregnen-20 

alfa-ol) poseen actividad progestacional, y se ha demostrado 

que se hallan presentes en los folículos de De Graff, en el -

cuerpo lúteo, en la placenta y en la sangre. La progesterona 

se sintetiza por varios tejidos; incluyendo el cuerpo lúteo, 

corteza suprarrenal, placenta y testículos. Si bien la pro -

gesterona se secreta en grandes cantidades a la sngre por el 

tejido luteínico y la placenta, su funci6n principal en la 

corteza suprarrenal y los testículos es el de servir de pre -

cursor a los productos secretados por estas glándulas. Se re 

duce el pregnandiol, y se excreta principalmente como glucor~ 

nido de pregnandiol. La determinación del pregnandiol urina

rio proporciona una razonable valoraci6n de los niveles de 

progesterona circulante. Durante la fase luteinica, los nive 

les del pregnandiol urinario están proporcionalmente elevados 

respecto al índice de secreción de la progesterona. 

La mujer normal presenta valores de progesterona en 

el plasma que oscilan entre 0.14 ug/100 crn3 durante la fase -

folicular del ciclo y 1.05 ug/100 cm3 durante la fase luteíni 

ca [11). Los índices de producción reportados varían según 

la técnica empleada para su estudio. Los índices de produc 

ci6n plasmática [12] se han calculado en 2.9 mg/24 horas du -

rante la fase folicular y 22.1 mg/24 horas durante la fase lu 

teínica, mientras que los índices de producción calculados a 

partir del preganandiol urinario son de 5 mg y 30 mg por 24 -

horas para las mismas fases del ciclo. El hombre normal pre-
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sen ta un índice de producci6n plasmático t'l.e o. 5-9 omg/ 24 horas, 

comparado con un indice de 3. 8 mg/.24horas.,. calculado a partir 

del pregnandiol urinario [12}. 

Andr6genos.- Se considera que la testosterona es 

el principal andrógeno. La mujer normal produce 0.34 mg de -

testosterona al día, lo cual es, aproximadamente, 5% de la 

cantidad producida por el hombre normal (7 mg/día) (13}. Los 

valores de testosterona en el plasma de mujeres normales se -

mueven dentro de un margen bastante estrecho, con un valor -
+ 3 promedio de 0.034 - 0.018 ug/100 cm de plasma comparado com 

0.64 ug/100 cm3 en los hombres normales [14]. Valores más 

elevados se encuentran durante la ovulación y la fase luteíni 

ca del ciclo. La excreción urinaria de testosterona es más -

elevada en la ovulación y durante la fase luteínica. 

La mayor parte si bien no toda la testosterona de -

la mujer normal se forma por reducción de androstendiona. La 

mayor parte de esta reducción se produce tal vez en los teji-

dos periféricos. Probablemente, una gran cantidad de la an -

drostendiona de la mujer normal se forma en la corteza supra

rrenal. La concentración de androstendiona en el plasma de -

mujeres se considera más elevada que en la de los hombres 
~ < 

(0.14 ug/100 cm..J, contra 0.06 ug/100 cm~). El índice de pro-

ducción plasmática de la androstendiona oscila entre 3.4 mg/ 

día en la mujer y 1.4 mg/día en el hombre. 

La concentración de testosterona urinaria suele ser 

paralela a la de la testosterona plasmática. Si bien la tes-

tosterona y la androstendiona se metabolizan a 17-cetoesteroi 

des, la contribución de estos andrógenos a los 17-cetoesteroi 

des de individuos normales es prácticamente despreciable. La 

mayoría de los 17-cetoesteroides urinarios proceden de los es 
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teroides de la corteza suprarrenal. 

Dentro de los andr6genos análogos utilizados terapé~ 

ticamente podemos encontrar a la metiltestosterona, la más 

utilizada por su alta potencia androgénica dentro de la clíni 

ca, administrándose de manera oral, así como los nor-esteroi

des (19-nortestosterona y 17 alfa-etil-19-nortestosterona). 

1111 
OH OH 

(j 

o 

Me t 1 1 t e• t o • t • r o n • 19 ·No r te & t os t e r o n O 

Las hormonas esteroides circulan en una forma conj~ 

gada, por ejemplo, en un complejo unido a las proteínas plas-

rnáticas. Parece ser que existe una conjugaci6n de proteínas 

específicas con la mayoría de los esteroides, y, además, una 

conjugaci6n menos específica con otras proteínas. La fuerza 

de unión desempeña un papel importante en la regulaci6n de la 

acción y metabolismo de un esteroide. 

Proteínas Unidoras de Hormonas Sexuales. 

Se conocen tres tipos de proteínas naturales que 

tienen la propiedad específica de unir a los esteroides hormo 

nales y a otros esteroides con relativa alta afinidad: prote! 
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nas del suero, proteínas receptoras de tejidos blanco, y pro-

teinas transformadoras de hormonas esteroides. Las proteínas 

unidoras de hormonas sexuales en suero se distinguen de las -

proteínas receptoras de tejidos blanco, en que las primeras -

se pueden encontrar tanto extra como intracelularmente, pue -

den unir a más de dos compuestos con diferente afinida~ y 

las proteínas receptoras se encuentran también dentro del nú

cleo y tienen una alta afinidad solamente por uno o dos coro -

puestos [15). 

La amplia variedad de esteroides transportados por 

proteínas que han sido identificadas (16-19), demuestran que 

se requieren para llevar a los esteroides, dentro y cerca de 

las células blanco. El hecho de la presencia de diferentes 

proteínas transportadoras de esteroides en una amplia ~lrie 

dad de especies. y para diferentes esteroides naturales nos su 

giere la importancia funcional de estas proteínas. 

De las proteínas transportadoras de hormonas sexua

les en suero se consideran como las más importantes a: 1) Al

búmina sérica, la proteína más abundante del suero, la cual -

se une a todos los esteroides y a muchos otros compuestos con 

relativa baja afinidad (A); 2) Globulina transportadora de -

Corticoesteroides (GTC) que también se une a progesterona con 

alta afinidad, y 3) la Globulina transportadora de Hormonas 

Sexuales (GUTE), un unidor de alta afinidad a testosterona y 

estradiol. 

Aunque la alta afinidad de GTC y GUTE por sus res -

pectivos esteroides darían la apariencia de que prácticamente 

toda la hormona esteroide circulante se uniría a su glicopro

teína específica, este no es el caso ya que la alta concentra 

ci6n de albúmina en el suero compensa su baja afinidad, por -
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lo que cantidades sustanciales de hormo"~ son unidas a albúrni 

na [ 17] • 

Características Fisico-Químicas de las Proteínas Transportado 

ras. 

1) Albúmina: es la proteína del plasma más abunda~ 

te, con un peso molecular de 69 000 daltons. Su punto isoe -

léctrico, pH 4.7, es también menor que el de la mayoría de 

las prote!nas séricas; ésto y su alta carga negativa neta ex

plican porque la migración electroforética de albúmina es más 

rápida que la de otras proteínas del plasma a valores de pH -

neutro o ligeramente alcalino. Al pH sanguíneo, 7.4, la albú 

mina tiene una carga neta negativa de 18. Estas propiedades 

ayudan a explicar su gran solubilidad [20 y 21]. 

La molécula de albúmina tiene una asimetría corres

pondiente a la de una forma elíptica con un diámetro de 38 A 

y una longitud de 150 A. Su principal función es la regula 

ci6n osm6tica. Del efecto osmótico total de las proteínas 

del plasma, la albúmina es la responsable del cerca del 75 a 

80 por ciento. Aunque constituye ligeramente más de la mitad 

de las proteínas plasmáticas por su peso, la efectividad de -

la albúmina es mayor que la de las globulinas porque es de ba 

jo peso molecular. 

Muchas sustancias poco solubles en agua, son rápid~ 

mente disueltas en presencia de suero o plasma. Las solucio-

~ nes de albúmina poseen la propiedad de unirse a estas sustan

cias ayudando a su solubilidad. Este es el caso de las tintu 

ras simples como también para una variedad de sustancias de -

interés fisiológico, tales como iones de ácidos grasos, bili

rrubinas, hormonas esteroides, y otros compuestos. La albúmi 
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na entonces desernpefi~Un papel importante en er transporte 

desde un tejido a otro de productos rnetab6licos poco solubles. 

2) Globulina transportadora de Corticoesteroides: 

Desde el descubrimiento de la globulina transportadora de ti

roxina por Gordon en 1952 [22), una clase completa de glico -

proteínas relacionadas con el trasnporte de hormonas del pla~ 

ma se ha identificado, para glucocorticoides, en vertebrados 

superiores se ha demostrado la presencia de una globulina 

transportadora de corticoesteroides (GTC), que varía en es 

tructura y propiedad de especie a ~specie. En el humano GTC 

se une a cortisol yprogesterona con alta afinidad, y a la tes 

tosterona con baja afinidad [19 y 23). 

GTC es una alfa-glicoproteína con un peso molecular 

de alrededor de 52 000 daltons y una fuerte afinidad por el -

cortisol. Su avidez por el cortisol es mayor a bajas temper~ 

turas, siendo casi nula a los 50 ºC. La habilidad de GTC pa

ra unir cortisol y otros esteroides no s6lo depende de la tem 

peratura sino también del pH. 

Aunque generalmente se da por hecho que GTC [24 y 

25), se sintetice en el hígado, solamente se tienen eviden 

cias indirectas de ello. Algunas de estas evidencias son las 

de haberse reportado niveles de GTC descendentes en hepatect2 

mía subtotal en la rata, y también se ha encontrado niveles -

bajos en pacientes con enfermedades hepáticas. 

Parece que la integridad del complejo delta 4, 3-

cetona del anillo "A" es esencial para la completa uni6n a 

GTC [19]. Los compuestos con el mayor grado de competencia -

con el cortisol por el sitio de uni6n de GTC son la cortisona, 

corticosterona, deoxicorticosterona, 11-deoxicortisol y pro -
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gesterona. Los compuestos tetrahidro~ y la mayoría de los e~ 

teroides sintéticos (con excepción de prednisona y prednisolQ 

na) parecen poseer poca reactividad cruzada. 

Se ha observado que la administraci6n de estr6genos 

tienen efecto sobre la estimulaci6n en la síntesis de GTC, ya 

que pacientes que han recibido dosis comparativas de estilbes 

trol para carcinoma de pecho o pr6stata, presentaron una ele

vación sustancial en los niveles de cortisol tocal en plasma. 

Este incremento de cortisol se debió a un aumento s6lo en la 

fracci6n unida a la proteína transportadora, ya que ésta se -

guía aumentando mientras se prolongaba la terapia (19 y 26]. 

3) Globulina transportadora de Hormonas Sexuales: 

Se han encontrado proteínas transportadoras de andr6genos en 

una amplia variedad de especies [27]. Diferentes nombres han 

sido asignados a esta proteína: globulina unidora de testaste 

rana y estradiol (GUTE), globulina transportadora de hormonas 

sexuales y el proteína transportadora de esteroides. 

GUTE tiene un peso molecular de 94 000 daltons [16]. 

Otros investigadores han reportado una estructura dimérica 

para GUTE con un tamafio mínimo por subunidad de 36 000 y 

67 000 daltons, determinados en condiciones desnaturalizantes. 

Aunque no existe un acuerdo uniforme con respecto al tamafio 

de las subunidades y su composici6n, existe concenso en que 

GUTE es una glicoproteína con un s6lo sitio de unión por molé 

cula nativa [16, 18 y 27]. 

Se cree que GUTE es sintetizado en el hígado en la 

mayoría de las especies, aunque s6lo se tiene evidencia indi

recta de ello. Los factores que controlan los niveles de es

ta proteína en sangre han sido estudiados, los estrógenos, el 
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exceso de hormona tiroidea y enfermedadc~ del hígado aumentan 

la concentración de GUTE, y el aumento de andr6genos y la de

ficiencia de hormona tiroidea la disminuyen [28-31]. 

La afinidad de GUTE por corticoides o pregananos es 

baja, y su afinidad por androstanes y estranes depende de su 

estructura. Una hip6tesis de uni6n de estructura sostiene 

que GUTE se une fuertemente a la cara beta del esteroide con 

fuertes atracciones a las posiciones c 3 y c17 beta. 

Se ha demostrado hace unos años en varios estudios 

[16 y 32] de laboratorio que en el citosol testicular y epid! 

dirnal contienen una proetína de uni6n estable al calor, pro -

teína unidora de andr6genos (PUA), con alta afinidad por an -

dr6gcnos y estrógenos, pero no por antiandrógenos. Aunque la 

proteína unidora de andr6genos ha sido estudiada más extensa

mente en la rata, ésta o una proteína similar también ha sido 

identificada en el epidídimo o en los testículos de otras es

pecies. 

La proteína unidora de andrógenos tiene un peso mo

lecular de 94 000 daltons con dos subunidades de 45 000 y 

47 000 daltons. En la mayoría de los casos la proteína unido 

ra de andrógenos, no se une bien a corticoesteroides y preg -

anos, pero puede unirse bien a androstanes y estranes depen -

diendo del componente. 

En la tabla 1 se relacionan a las hormonas sexuales 

con sus proteínas aéarreadoras: 
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Albúmina 

G'rC 

GUTE 

PUA 

Tabla l. 

Testosterona Estradiol r:Jrtisol Progesterona 

X X X X 

X 

X 

Relación de las proteínas transportadoras y sus res 

pectivos esteroides. 

Papel Fisiol6gico de las Proteínas Transportadoras séricas. 

En un principio se consider6 que las proteínas trans 

portadoras cumplían solamente con la función de ayudar a la -

solubilidad de los estroides en el suero, sugiriéndose un pa

pel amortiguador para la estabilización de la concentraci6n -

del esteroide libre, pero las proteínas transportadoras ejer

cen también otras varias funciones que son de importancia pa

ra el balance hormonal del organismo. 

Estas proteínas transportan las hormonas esteroides 

en un complejo biológicamente inactivo [15 y 17], por lo que 

cantidades relativamente grandes circulan continuamente sin -

producir efectos de hiperfunci6n, sin embargo, este complejo 

es de rápida disociaci6n para que el esteroide pueda encon 

trarse libre para actuar sobre el sitio blanco. También pro

tegen al esteroide de ataques químicos y enzimáticos, e inhi

ben la torna de éstos por el hígado, consecuentem~nte su meta

bolización y excresi6n. 

Una función de las proteínas transportadoras que -
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ha sido reconocida últimamente es la f~~ilitaci6n del paso de 

la hormona desde eu sitio de biosínte3is a la corriente san -

guínea. El resultado global, es la conservaci6n de las hormo 

nas esteroides. 

Para poder entender c6mo las proteínas transportad2 

ras pueden influenciar la acci6n de los esteroides hormonales 

sobre los tejidos blanco debemos considerar primeramente el -

mecanismo de acci6n de los esteroides a nivel celular. 

Para la descripci6n del mecanismo de acci6n de las 

hormonas sexuales se tomará como ejemplo el modelo diseñado -

por Anderson en 1974 (18] y que puede ser aplicado a las dife 

rentes hormonas [figura 2]. 

Los esteroides circulan en su mayoría unidos a pro

teínas transportadoras en el suero, pero solamente los este -

roides libres entran a la célula. Las células blanco respon

derán específicamente s6lo a concentraciones fisiol6gicas del 

esteroide. Estas células se diferencían de las demás en que 

son capaces de sintetizar proteínas receptoras o proteínas c~ 

paces de captar específicamente a los esteroides. Los este -

roides se difunden dentro de las células donde son unidos a 

proteínas plasmáticas. Este complejo es posteriormente tras

locado al núcleo, en el interior del núcleo el complejo este

roide-proteína se une a la cromatina en los sitios aceptares 

específicos, con la ayuda de la polimerasa del ácido ribonu -

cleico (ARN) se transcriben las secciones específicas del áci 

do desoxirribonucleico (ADN). Este ARN transmitirá su mensa

je a los ribosomas y consecuentemente se tendrá un incremento 

en la síntesis proteínica. 

En t~rminos generales las hormonas esteroides se 
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encuentran unidas a proteínas plasmáticas, sin embargo, exis

te una fracci6n no unida conocida como la fracción libre, la 

que se piensa es la fracción fisiológicamente activa, por lo 

que el conocimiento de los niveles circulantes de esteroide 

libre sirve como parámetros importantes en el conocimiento de 

las velocidades de depuración de éstos, así como sus efectos 

metabólicos y el posible papel que puedan jugar bajo condicio 

nes patológicas [33-35]. Por tal motivo la presencia de fac

tores que alteren la relación unido-libre de un estroide en -

particular, resultará en disminución o bien en la potenciali

zaci6n de su actividad, ésto parece suceder en mujeres que se 

Nombre genérico 

Noretinodrel 

Noretindrona 

Acetato de Nore 

tindrona 

Linestrenol 

Diacetato de eti 

nodiol 

Dimetisterona 

Nombre común Nombre químico 

DERIVADOS DE LA 6 5 {lO) estrenolona 

4 

17 a-etinil-17~-hidro

xi-5(10)-estren-3-ona. 

DERIVADOS DE LA 6 -estrenolona 

17-etnilnortestos 17a-etinil-17 B-hidro-
te ron a xi-4-estren-3-ona. 

Acetato de 17-eti Acetato de 17a-etinil

nilnortestosterona 17B-hidroxi-4-estren-3 

3-desoxinoretindro 

na. 

Dimetil-etiniltes-

testosterona 

ona. 

17a-etnil-4-estren 17-

ol. 

Diacetato.de 17a-etinil 

4-estren-3B 17-diol. 

17B-hidroxi-6~,21-dim~ 

til-17a-pregnen-4-en-

20-in-3-ona 

Tabla 2. Nombre genérico, común y químico de las progestinas. 
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Continuación de la Tabla 2. 

DERIVADOS DE LA 17-HIDROXIPROGESTERONA 

Acetato de Medroxi 

progestercna 

Acetato de Meges -

trol 

Acetato de clorma 

di nona 

6-metilacetoxiproge~ 

te ron a 

6-metil-6-deshidro

acetox iprogesterona 

6-cloro-6-deshidro

acetoxiprogesterona 

Acetato de 17a-hi 

droxi-6a-metil-4-

pregnen-3, 20-dio

na. 

Acetato de 17a-hi 

droxi-6-metil-4¡6 

pregnandieno-3,20 

diana. 

Acetato de 17cr-hi 

droxi-6 cloro-4.6 

pregnandieno-3,20 

diona. 

Tabla 2. Nombre genérico, común y químico de las progestinas 

se encuentran bajo tratamiento anticonceptivo [36], ya que se 

ha demostrado por evidencias indirectas la aparente uni6n de 

progestinas sint~ticas a protefnas transportadoras de horma -

nas sexuales. Por lo tanto en estos casos se presentará una 

alteraci6n de la realci6n unido-libre de esteroide endógeno -

libre y el unido a su proteína. En la tabla 2 se muestran al 

gunas de las progestinas sintéticas más utilizadas en la anti 

concepci6n. 
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II • OBJEI'IVOS 

Los efectos fisiológicos de un esteroide conn se ha ItEncionado 

anteriorm=nte son ejercidos por la fracción del esteroide que no se en 

cuentra unida a proteínas. Por tal notivo un número de investigadores se 

encuentran interesados, actualrrente, en el rrecanisrro de transporte de pr2 

gestinas sintéticas. 

Dos de las más utilizadas progestinas sintéticas en el humano 

son: Aceta-:o de M=droxiprogesterona (Acetato de 17a- hidroxi-6cr- metil-4-

pregnen-3, 20-diona) y la Noretisterona (17a-etinil-testosterona), las 

cuales son usadas frecuentemente corro esteroides anticonceptivos. Aún 

cuando han sido desarrollados métodos para la estimaci6n de estos esteroi 

des en sangre, la unión de Noretisterona en plasma hunano ha sido poco es 

tudiada [37 y 381 . 

Por lo anterior se planteo cono objetivo estudiar el necanisrro 

de transporte de estas dos progestinas en plasma, así corro su interacción 

a:>n las proteínas transportadoras de hornonas sexuales y las caracterís

ticas atribuibles a dicha unión. Realizándose este estudio tanto en el -

humano COITO en otras especies de rnarnrferos. 

Los objetivos concretos del estudio fueron: 

a) Prurif icación Tanto de GUI'E como de PUA para estudiar la -

interacción de las progestinas con proteínas parcialrrente 

puras de suero y epidídim:::>s, transportadoras de horm:::inas -

sexuales. 

b) La valoración de las constantes: de disociación, asocia 

ción, así COITO las tasas de velocidades de asociación y di 

sociación del esteroide a proteínas transportadoras. 

c) Valorar la especificidad de uni6n de un esteroide de una -
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detenninada fracci6n de prote:í'.na~ del plasma. 

d) La valoraci6n del ti¡:x;> de interacci6n del esteroide sintéti

co a nivel del sitio de uni6n de proteínas del plasma. 
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III. MATERIAL Y ME'roDOS 

Soluciones y Reactivos: 

Trizma Base de Sigma Chernical Company. 

Glicerol de J. T. Baker, S. A. 

N,N-d.imetil formamida de Fisher Scientific Company. 

Cloruro de Potasio (KCl) de J. T. Baker, S. A. 

Hidróxido de Sodio (NaOH) de J. T. Baker, S. A. 

Epiclorohid~ina de Fisher Scientific Cornpany. 

Hidróxido de Arronio (NH40H) de Fisher Scientific Company. 

Carbón activado de Sigma Chemical Company. 

Dextrán T-70 de Sigma Chemical Company. 

Omnifluor de New England Nuclear. 

Tolueno de J. T. Baker, s. A. 

Dioxano de Fisher Scientific Company. 

Metanol de J. T. Baker, S.A. 

Sulfato de Am::mio de Fisher Scientific Company. 

Sefarosa 4B-200 de Signa Chernical Corrpany. 

Silicona de Sigma Chemical Cornpany. 

Carbodiimida de Sigma Chemical Corrpany. 

Solució Arrortiguadora de Tris HCl: 0.02 M, pH 7.4, 10 % glicerol; (solu -

ción TG). 

Solución anurtiguadora de Tris HCl: 0.02 M, pH 7.4, 10 % N,N-dimetil for

rnamida y 1 ~'1 de KCl; ( soluci6n TDK) • 

Solución de Hidróxido de Sodio 10 N 

Solución de Hidróxido de .Anonio 1 M. 

Mezcla de Carb6n-Dextrán: 250 119 de Carb6n activado + 25 119 de Dextrcful 
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T-70 por 100 rol de soluci6n 'IG (soluci6n DCC) • 

Soluci6n de Centelleo líquido: Omnifluor 4 gr por litro de 'lblueno. 

Horrronas Radioactivas. 

3H.DHT = Dibidrotestosterona = 1, 2-3H(N)-5~- androstan-17$-ol-3-ona. 40 

Ci/nnnla. 
3H.F = Hidrocortisona = 1, 2-3H(N)-Cortisol. 93 Ci/mrola. 
3H.NEI' = Noretisterona = 6, 7-3H(N)-19 nor-17a-etinil-testosterona. 55 

Ci/nnnla. 

Estas horrronas fueron compradas a New England Nuclear. 

Horrronas no Radioactivas. 

DHI' = 5a-dihidrotestosterona = 17S-hidroxi-5a-androstan-3-ona. 

F' = Cortisol = llS-17, 21-trihidroxi-4-pregnan-3, 20-diona. 

NE!'= Noretisterona = 19 nor-17a-etinil-testosterona. 

MPA =Acetato de Medroxiprogesterona = 6a-metil-17a-acetoxi-4-pregnan-3, 

20-diona. 

Las hornonas no marcadas fueron ~idas a Steroids of Steraloids. 

Tanto las horrronas marcadas corro las no marcadas se disolvieron en aleo -

hol etílico. 

Obtenci6n de Material Biológico: 

Fuente de Illl.lestras de sangre :. 

a) Mujeres Nonnales. 

b) Conejos Nueva Zelanda, machos castrados. 
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c) Ratas Wistar hembras ovariectomizadas. 

d) Ratas Wistar machos castrados. 

e) ovinos hembras fériles. 

Sueros.- De un grup::> donador del Instituto Nacional de la Nu -

trici6n "Salvador Zubirán", se tomaron 20 ml de sangre a cada una de 10 

rrrujeres sanas en la etapa folicular temprana, seguidas durante su ciclo 

menstrual en la Clínica de Planificaci6n Familiar del miS!lD Instituto. 

I.Ds conejos Nueva Zelanda eran macos, cuyo peso oscilaba entre 

2.5 y 3.0 kg.; fueron castrados para eliminar la producci6n de horroc>nas -

esteroides, dos semanas antes de llevarse a cabo la toma de sangre. La 

castraci6n (orquidectomía) se llev6 a cabo de la siguiente manera: el ani:_ 

mal se coloca con el dorso hacia abajo. Se realiza una incisi6n mediana 

de aproximadamente 1 cm en la piel del escroto, el tejido conectivo s~ 

táneo se localiza irunediatarrente y se observa que cada testículd se en 

cuentra en sacos musculares separados. Se hace una incisi6n en cada saco 

muscular e inmediatamente sale el testículo acompañado del epidfdirro. Se 

coloca una ligadura alrededor del vaso' deferente y la vena espermática, 

el polo anterior del testículo junto con las glándulas es rerrovido y la -

ligadura es cerrada. La incisi6n de la piel es saturada por uno o dos 

puntos con hilo de seda. Para la operación de castraci6n los conejos fue 

ron anestesiados con Anestesal (Smith-Kline); un ml. por cada 2.5 Kg. de 

peso, por vía intravenosa. 

El peso de las ratas Wistar oscil6 entre los 200 a 250 gr., se 

utilizaron hembras ovariectomizadas (ooforectomizadas) , también dos serna 

nas antes de la toma de sangre. La operaci6n se lleva a cabo de la si -

guiente forma: el animal se coloca con el pecho hacia abajo. Se realiza 

una incisi6n longitudinal en la piel, en la parte dorsal media al nivel 

de los polos bajos del riñ6n. La piel es retractada lateralrrente hacia 
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los lados y el ovario se exp.Jne a través de J,~ ¡;iared del músculo delgado 

justo abajo de la masa muscular dorsal. Cada incisión se realiza del ta 

maño mínirro para la extracción del ovario: Después la herrostasis es ase 

gurada ligando la parte terminal del cuerno del útero con hilo de seda, 

el ovario, jw1t:o con el tejido graso que lo rodea, el oviducto y una pe

queña ¡:::orci6n del útero son extraídos. La herida es cerrada con hilo de 

seda. Se utiliza éter para la anestesia ligera durante la operación [39). 

:~as tomas de sangre a ovinos fueron hechas a hembras de un año 

y medio de edad O'.)n fertilidad comprobada. Por rata se obtuvieron 5 rnl 

de sangre, por conejo 10 rnl, y 40 rnl rx>r ovino. Las muestras de sangre 

fueron obtenidas con jeringas desechables sin heparizar, después de obte 

ner las muestras, éstas fueron centrifugadas durante 20 minutos a 2 000 

r.p.m. (en cei.~trífuga Beckrran JB-6);rx:>steriornente el suero fue separado 

y congelado a -20 ºC en alícuotas de un mililitro, por un tiempo no ma

yor de dos a 12 semanas. 

Purificación de la Proteína Unidora de Andr6genos (PUA) • 

a) Obtención de los Epidíd:i.rros. Se disecaron epidíd.iiros de -

ratas de la cepa Wistar, de la misma manera que ya fue descrita lacas

tración. A partir de ellos se obtuvo una preparación parcialmente pura 

de la proteína unidora de andrógenos. 

los epidídirros se obtuvieron y manejaron a 4 ºC en presencia -

de la solución TG. Estos se limpiaron de todo tejido graso, ya limpios 

se pesaron para posteriormente ser horrogeneizados con la solución TG en 

una pro¡:::orción final de 1:9. Este homogenado fue centrifugado a 20 000 

r.p.m. durante dos horas (en centrífuga Beckman J2-21). 

b) Precipitación con Sulfato de Anonio. [40) Él sobrenadan

te se trató con sulfato de am::>nio al 60 por ciento de saturación. Se -

agitó durante una hora mantieniendo el pH de 7.0 cx:>n la adición de NaOH 

24 



10 N. El precipitado fue centrifugado durar.-'.:.c una hora a 20 000 r.p.m.; 

todo este procedimiento se realiz6 a 4 ºC. 

c) Diálisis. El precipitado se resuspendi6 cx:>n TG al volumen 

inicial y se dializó oontra TG, vigilando no aumentar en exceso el volu

rren en la oolsa de diálisis sobre todo en las etapas iniciales. Se lle

varon a caro dos cambios cada 18 horas. 

Posteriormente este dializado fue analizado en un sistema de -

saturaci6n corro será descrito. Después fue fraccionado en alicuotas de 

un mililitro y congeladas a 4 ºC de dos a 12 semanas. 

Purif icaci6n d~ la Proteína Transportadora de Testosterona y Estradiol 

(GUTE). 

a) Origen del Suero. Se tornaron 500 ml de mujeres sanas en su 

etapa folicular temprana, por persona se tomaron 20 ml de sangre. Este 

suero fue tratado con carb6n activado (1 mg/ml de suero), con la finali

dad de extraer los estroides end6genos, el carb6n es un adsorbente sufi

cienterrente fuerte para rerrover o quitar horrrona de soluciones en las 

que se encuentren presentes, se trat6 durante una hora a 4 ºC con agita

ci6n constante. Después del período de :Lncubaci6n el suero fue centrifu 

gado a 2 500 r.p.m. durante 30 minutos a 4 ºC. El sobrenadante fue fil

trado a través de una gasa para rennver todas aquellas partículas finas 

de carbón que pudieran haber quedado. 

bJ1 Precipitaci6n con Sulfato de Aramio. El suero se precip_! 

t6 con Sulfato de .Armnio y se dializ6 bajo las mismas condicones que 

han sido descritas anteriormente para la proteína unidora de andr6genos. 

La suspensi6n obtenida de proteínas del suero en soluci6n TG fue conge

lada a - 20 ºC mientras se preparaba la resina para la cromatografía 

por afinidad. 

c) Cromatografía por afinidad. Esta tiene por objetivo puri-
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ficar a proteinas unidoras de afinidad bil6gica ror un esteroide en par

ticular. La técnica involucra la construcciún de un sop::>rte inerte al -

que se une covalenterrente un derivado de esteroide que mantiene su habi

lidad para interactuar con el sitio de unión de las proteínas receptoras. 

Cuando una solución o:mtiene proteínas receptoras con su ligando se p._1sa 

a través de dicha columna, las proteínas receptoras se pegan al esteroi

de unido a la columna. Otras macrorroléculas de la soluci6n, con p:::ica o 

ninguna afinidad p::>r el esteroide, pasan a través de ésta y no se retie

nen [1]. 

ros pasos seguidos en la cromatografía de afinidad deGUTE:fue 

ron los siguientes: 

l. Preparación de la Resina: 

La resina (Sefarosa 4B-200) para la crorratografía de afinidad 

se prepar6 de la siguiente forma: 

La Sefarosa se trat6 con epiclorohidrina a una concentraci6n 

final de 0.3 M. La reacción se llevó a ca.to a 25 ºC durante cuatro ho

ras. Posteriormente la resina se incu1:6 con NH40H 1 M a terTl}?eratura am 

biente durante 18 horas. Lo anterior se realizó con la finalidad de sin 

tetizar el espaciador de la resina ( 2-hidroxi-a"TI.ino-propil-éter). 

una vez rormado el espaciador de la resina se ut111z6 corro 11 

gando a la dihidrotestosterona substituida en la ;osici6n 17 por el áci_ 

do hexanoico [3-oxo-17:...-hidro:d, S:,- androstan, 17::..-(6-ácido hexanoico)]. 

La unión del ligando a la sefarosa activada con el procedimiento ya de~ 

crito se realizó con 70 % de dioxano en presencia de carlx:>diinuda solu

ble en agua. El producto final de la reacción fue lavado e.xhaustivarren 

te ron metanol al 80 % y se analiz6 su capacidad de lll1i6n a GUTE utili

zando el procedimiento que a continuación será descrito. 

2. Determinaci6n de la capacidad de uni6n de la Resina. 
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La capacidad de uni6n de la resina ~e valor6 adicionando canti 

dades de GUTE a tul:xJs de ensayo previanente siliconizados conteniendo 

cantidades variables de la resina. La nezcla fue incubada durante dos -

horas con agitación intennitente de cada dos minutos a 4 ºC y posterior-

1rente centrifugada a 2 000 r.p.m. durante 15 ntlnutos. 

La cantidad de GUTE en el sobrenadante fue analizada utilizan 

do un sistema de saturación cono será descrito :posteriormente. La capa

cidad de la resina fue expresada corro pico nolas unidas a GUTE por mili

litro de resina. 

3. Cromatografía de la muestra. 

Una vez conocida la capacidad de uni6n de la resina, fue empa

cada una canticad suficiente (50 rol) para unir el 100 % de GUTE presente 

en la fracción precipitada con sulfato de anonio. La columna fue equili_ 

brada con la solución 1'DK. Después de la aplicaci6n de la muestra (460 

rol) en la colurma, fue lavada con 10 volúmenes (volumen de la columna) 

de solución TDK. La obtenci6n de GUTE se realizó :por eluci6n utilizando 

tres volúmens de TDK conteniendo 20 ug/ml de dihidrotestosterona, des -

pu~s de la incubación las fracciones :posteriores fueron colectadas, me~ 

cladas y concentradas utilizando una unidad de ultrafiltraci6n (Amic6n 

7015) . 

Estudios de Unión. 

a) Sistemas de Saturación. La existencia de una concentraci6n 

dete.rminada de proteínas unidoras de horrronas esteroides nos da un núme

ro finito de sitios de unión para los esteroides. Por lo tanto la forma 

ci6n del complejo proteína-esteroide es un fen6meno saturable. Tomando 

en cuenta lo anterior los sistemas de saturación se realizan ex¡:x:miendo 

una determinada cantidad de proteínas receptoras o trasnsportadoras a 

una fuente de ho:rmonas esteroides, por ejemplo el citosol, la fracción 
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nuclear de un tejido blanco o suero incubadas con varias ooncentraciones 

de esteroide tritiado, permitiendo la asociación del esteroide con la 

proteína unidora hasta alcanzar el equilibrio. Subsecuentanente la can

tidad de esteroide tritiado unido es determinado. 

El comp::mente saturable se define por la diferencia aritmética 

entre el total de la radioactividad unida y la no específica. La uni6n 

no saturable o no específica es rredida corro la unión del esteroide tritia 

do unido en presencia de un exceso de un ligando competitivo no marcado. 

Bajo estas condiciones, el esteroide no marcado ocupa esencialmente to -

dos los sitios de unión de alta afinidad pero esto no altera la unión del 

esteroide tritiado con baja afinidad, a sitios no específicos o no satu

rables. Este método asurre una alta capacidad del sistema receptor con -

sitios de baja afinidad a los cuales existe unión no específica. 

Este análisis pennite estimar el número de sitios de unión es

pecífica, sustrayendo las no específicas del total de la unión. Los va

lores calculados para la unión no específica se usan para estimar el nú

rrero total de sitios de uni6n y la constante de disociación (Ka) del CO!!!_ 

plejo esteroide-proteína, una característica de afinidad de la proteína 

i;:or el esteroide. Son usadas principalrrente dos métodos para el análi -

sis de estos datos; el método de Scatchard y el de gráficas de doble re

cíproca (Lineaweaver-Burk) [1]. 

Los ensayos se realizaron de la siguiente fonna: se incubaron 

en tubos de vidrio (10 x 75mn) horrrona radioactiva cuya concentración 

era de 1 nM, con la adición de cantidades crecientes de horrrona no ra 

dioactiva a una concentración final de 1 a 40 nM. Se evaporó el alcohol 

en que se encontraban tanto la horm:::>na radioactiva corro la no radioacti

va de los tub::ls, posterio:i::rni2flte fue agregada una cantidad constante de -

las muestras de suero. La reacción se llev6 a cabo en un volúmen. final 

de incubación de 200 ul de la solución arrortiguadora T~ durante una hora. 
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Al finalizar el período de incubaci6n se añadieron 800 ul de la 

nezcla rx::c, para separar la fracción unida de la fracci6n libre, siendo 

esta e.xi:nsici6n menor de cuatro minutos, ya que el 50 % de la hornona se 

libera en este tiempo de acuerdo a pruebas hechas con anterioridad, por 

lo que debe ser seguida irurediatamente r:or una centrifugación de las mue~ 

tras a 2 000 r.p.m. durante 15 minutos. Esto pa.ra separar el sobrenad~ 

te (fracci6n unida) de la pastilla formada p:>r el carb6n (fracci6n libre). 

l. Deterrninaci6n del contenido de radioactividad. Para la de

terminaci6n del contenido de radioactividad, el sobrenadante de cada frac 

ci6n se decant6 directamente a viales de conteo conteniendo 5 ml de la so 

lución de centelleo líquido; p::¡sterionnente las muestras fueron colocadas 

en un contador Packard Tricarb de centelleo líquido. 

2. Especifidad de Uni6n. La especificidad de la uni6n entre -

la proteína y su ha.mona radioactiva, se valoro con incubaciones al para

lelo que contenían un exceso de mil veces más de horrrona no radiactiva, -

en donde la radioactividad presente en la fracci6n unida, represent6 la -

uni6n no específica. El resultado de sustraer la uni6n total la no espe

cífica, represnt6 la unión del esteroide radioactivo en fonna específica 

a su protefna. 

I.Ds resultados obtenidos fueron graficados de acuerdo a la me- · 

todología descrita p::>r Scatchard [41]. La concentraci6n de la proteína 

se obtuvo considerando el peso rrolecular de cada proteína y tomando en -

cuenta un s6lo sitio activo :¡:x:ir nola de esteroide unido. . 

b) Sistemas de desplazamiento. Las muestras de suero fueron 

incubadas en tul:os de vidrio con horrrona radioactiva cuya concentración 

era de 1 nM con la adici6n de cantidades crecientes de horm:ma no ra i; -

dioactiva (10-8 a 10-6 M). Paralelarrente se realizaron incubaciones con 

la hornona radioactiva y la adici6n de cantidades equ.im:Jleculares a la -

de la horrrona no radioactiva de las progestinas sintéticas. La incuba -
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ci6n tuvo un volurren final de 200 ul con la s01'..lci6n TG, se incub6 duran

te dos horas a 4 ºC. Al ténnino de la incubación se agregaron 800 ul de 

la rrezcla de DCC, seguida de una i.nm2diata centrifugación de 2 000 r.p.m. 

durante 15 minutos. 

Se realizaron incubaciones paralelas para la determinación de 

la unión no específica. Se determinó el contenido de radioactividad y -

los resultados fueron graficados corro porcentaje de unión de la horrrona 

radioactiva contra la concentración del esteroide inhibidor añadido. 

e) Determinación del meca.11isrro de Unión del Inhibidro. Las -

muestras de suero se incubaron con hornona radioactiva cuya concentración 

era de 1 nM, con la adición de cantidades crecientes de horirona no ra1 -

dioactiva, a una concentración final del esteroide de 1 a 40 nM, parale

lamente se realizaron incubaciones similares con la adición de cantida -

des constantes de la progestina sintética en una concentración de 0.2 nM. 

La reacción se llev6 a cal::o en un volumen final de 200 ul con 

solución TG durante dos horas a 4 ºC. Al finalizar el período de in~ 

ción se agregaron 800 ul de la mezcla de DCC, seguida de una centrifuga

ción innediata de 2 000 r.p.m. durante 15 minutos. 

Se detennir1ó el contenido de radioactividad, así corro la unión 

no específica; los resultados fueron graficados en una fo:r:m.::l de doble re 

cíproca. 

d) Características de la Unión del Inhibidor. Se realizaron 

sistemas de saturación en los que se incubaron cantidades crecientes de 

las muestras de suero con horrrona radioactiva cuya concentración era de 

1 nM. Cada uno de estos sistemas fueron incubados con cantidades ere 

cientes de la progestina sisntética cuyas concentraciones.fueron desde -

0.2 a 1.0 nM. La reacción se llevó a calx> en un volumen final de 200 ul 

con solución TG durante dos horas a 4 ºC. Al ténnino de la incubación -
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se agregaron 800 ul de la mezcla de rx::c seguida de una i.nmediata centri

fugaci6n a 2 000 r.p.m. durante 15 minutos. Posterionrente se determina 

:ron los contenidos de radioactividad, corro la uni6n no específica para -

cada punto de la curva. 

Los resultados obtenidos se graficaron en una fo:rma de doble -

recíproca. Las pendif.!l'ltes de cada una de las curvas también fue:ron gra

ficadas oontra cada ooncentraci6n presente del inhibidor en la curva oo

rrespondiente [42). 

e) Velocidades de Asociación y Disociación. Para la detenni

naci6n de la velocidad de asociaci6n se illcubaron las muestras de suero 

con horrrona radioactiva cuya concentraci6n era de 1 nM, los tiempos de -

incubaci6n fueron desde O hasta 2 horas a 4 ºC. 

Al término de cada incubación se agregaron 800 ul de la nEzcla 

de DCC seguida de una centrifuagación a 2 000 r.p.m. durante 15 minutos 

a 4 ºC. Se deterrnin6 el contenido de radioactividad así corro la unión -

no específica. Los resultados fueron graficados cono porcentaje de uni6n 

de la horrrona radioactiva contra el tiempo de incubación • 

. En la dete:r:minaci6n de la velocidad de disociación las mues 

tras fueron incubadas con la horrrona radioactiva durante una hora a 4 ºC 

Al finalizar la incubación, a cada muestra se le adicionó un exceso de -

mil veces más de horrrona no radioactiva, incubándose a diferentes tiem -

pos, desde O a una hora. Después de estas últimas incubaciones se les 

fue agregando 800 ul de la mezcla de I'CC seguida de una .inrrediata centri 

fugaci6n a 2 000 r.p.m. durantes 15 minutos a 4 ºC. 

Se determinó el contenido de radioactividad unida, y los resul 

tados fueron graficados corro porcentaje de unión de la horm:ma radioac

tiva unida contra el tiempo de incubación con el exceso de hormona no -

marcada. 
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IV. RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo fue 

ron los siguientes: 

El efecto de Acetato de Medroxiprogesterona y de N~ 

retisterona sobre la uni6n de Sa-dihidrotestosterona radioac

tiva ( 3H.DHT) a suero humano, de ovino y de conejo se muestra 
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en la figura 3. 

Como se puede observar, los resultados obtenidos -

demuestran que Acetato de Medroxiprogesterona (MPA) no tuvo 

ningún efecto sobre la uni6n de 3H.DHT a GUTE sérica, sin e~ 
bargo, NET desplaz6 la radioactividad unida a GUTE del suero 
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en las especies estudiadas. Siendo este desplazamiento de 

cerca de un 80 % para el humano y el ovino. 

Este mismo ensayo se realiz6 con las proteínas pu

rificadas, tanto con GUTE como con PUA (figura 4.), los re -

sultados que se obtuvieron fueron similares a los anteriores 

observándose un mayor efecto de NET sobre la uni6n de 5a-di

hidrotestosterona radioactiva unida a GUTE que a PUA, siendo 
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Figura 4. 
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nuevamente de un 80 % el efecto para GUTE y de un 58 % para 

PUA. 

El efecto de ambas progestinas fue valorado taro ;_ 

bi~n sobre la unión de cortisol radioactivo ( 3H.F) a la glo-
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bulina transportadora de corticoesteroi~es de suero, tanto en 

el humano, ovino, conejo, como en la rata, como se puede ob

servar en la figura 5. Como en el caso anterior fueron simi 
lares al caso de GUTE, nuevamente MPA no tuvo ningGn efecto, 

mientras que las concentraciones crecientes de NET desplaza-

Figura 5. 
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ron la radioactividad unida de cortisol a GTC, hasta en un -

40 % en el humano. 
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En el caso de los estudios del mecanismo inhibito

rio de NET sobre la unión de DHT a GUTE como puede observarse 

en la figura 6 en su gráfica superior, la adición de 1 x 10-
7 

M de NET, produjo un efecto inhibitorio importante sobre la 

Figura 6. 
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unión de DHT a GUTE, cuando estos resultados fueron analiza

dos en una gráfica de doble reciproca (gráfica inferior), de 
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mostraron claramente que el mecanismo de inhibici6n de NET co 

mo de DHT no radioactiva sobre la uni6n de DHT radioactiva es 

competitiva .. 

Se obtuvieron resultados similares (figura 7) a los 

anteriores para el caso del ovino, NET nuevamente produjo un 

efect'o inhibitorio significativo sobre la unión de DHT ra 

dioactiva a GUTE de ovino, al ser analizados los resultados -

para este caso en forma de doble recíproca se observó que NET 

también presenta un mecanismo inhibirorio de tipo competitivo 

Figura 7. 
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En la figura 8 se puede ver los resultados obteni -

dos para el caso de GTC, se decidió utilizar el suero de rata 

como origen de esta glicoproteína, ya que en esta especie se 
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encuentra ausente GUTE que pudiera inte~[erir con los resulta

dos. En esta figura se puede observar los dos tipos de gráfi

cas utilizadas en el análisis de este tipo de resultados, los 

cuales muestran, la naturaleza competitiva del mecanismo inhi 

bitorio de NET sobre la unión de cortisol radioactivo a GTC, 

al igual que para GUTE. 

Figura 8. 
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Al graficar las pendientes de las curvas de doble -
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recíproca contra las concentraciones del esteroide inhibidor, 

nos da a conocer el mecanismo de unión del inhibidor de la 

proteína sérica. En la figura 9 se muestra el estudio hecho 

en suero humano con DHT radioactiva, utilizando DHT sin mar -

car como inhibidor, la gráfica de la izquierda se muestran 

las curvas de doble recíproca donde se observa el mecanismo 

de unión de DHT radioactiva. 

Al graficar las pendientes de estas curvas contra 

las concentraciones crecientes de DHT no radioactiva, se ob -

serva claramente la proyecci6n de una línea recta, lo que nos 
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Figura 9. 
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sugiere una unión directa al sitio de unión de GUTE, lo que -

era de esperarse para este caso ya que tanto el esteroide ra

dioactivo corno el no radioactivo, es el mismo por el que GUTE 

tiene una alta afinidad. Cuando se utilizó a NET como este -

roide inhibidor; los resultados fueron similares (figura 10) 
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que con DHT, ~esultando una uni6nde NET dl ~itio d~brii6n de 

GUTE en el humano. 

De manera comparativa se realizaron los mismos estu

dios en el ovino, al observar los resultados graficados en las 

figuras 11 y 12 se obtienen resultados similares a los de hu -

mano en GUTE de ovino, NET se uni6 nuevamente en esta especie 

al sitio de uni6n de GUTE. 

Con estos resultados el paso a seguir fue la de -

caracterizar la unión ~~ NET ra9~oa9tiva al sµero humano y de 
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Figura 10. Acción de NET sobre el sitio activo de GUTE. 

otras especies animales. 

Al comparar los efectos del pH sobre la unión de -

DHT radioactiva al igual que de NET radioactiva al suero huma 

no (figura 13), los resultados fueron parecidos, a pesar de -

que la unión específica de DHT radioactiva es mayor que la de 

NET radioactiva al suero, en cuanto al pH presentan ambos es-
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teroides radioactivos una máxima unión a pH neutros que a áci

dos u alcalinos. 

La figura 14 muestra la uni6n específica de NET ra -

dioactiva a diferentes cantidades de suero a mujeres normales. 

La unión total del esteroide utilizando cantidades máximas de 

suero en nuestro ensayo fue del 30 por ciento obteniéndose 

porcentajes de uni6n m¿s elevados con suero de otras especies, 

como la del ovino (borrego). 
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Figuras 11 y 12. Acción de DHT (izquierda) y NET (derecha) 

sobre el sitio activo de GUTE. 

La especificidad de unión de NET al suero se valoró 

con la adición al sistema de incubación de concentraciones ere 

cientes de la progestina no radioactiva, (figura 15) . 

En esta figura se muestran los resultados obtenidos, 

a la derecha de la figura puede observarse que la adición de 

cantidades crecientes de Noretisterona no radioactiva produce 
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'U'.na curva do.sis respuesta generada por un fenómeno competi ti-

Figura 13. 
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vo entre el esteroide radioactivo y el no marcado. Las cons

tantes de afinidad de NET al suero del humano se encuentran 

representadas a la izquierda de la figura. La constante de 
-R 

disociación del suero por N~~ tue de i.Jb x 10 - M indicando 

que la afinidad del suero por esta progestina en el humano, 

es menor que la observada para los asteroides naturales. 

La unión de NET radioactiva fue también valorada 

en una preparación parcialmente purificada de GUTE de suero -

humano, y comparando estos resultados con la unión obtenida -

en el suero normal (figura 16). 

Cuando concentraciones equimolcculares de GUTE par

cialmente purificada, y en suero, fueron incubadas con caneen 
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traciones a saturaci6n de NET radioacti~a, $e PRt"vier.on los 
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Unión específica de Noretlsterona radioactiva a -

suero de ovino y humano. 

siguientes resultados: como puede observarse, solamente el -

40 por ciento de la radioactividad unida al suero de muj~res 

normales parece corresponder a GUTE, estando el 60 por ciento 

restante unido a otro tipo de proteínas como albúmina y GTC .. 

El efecto de cortisol, NET y DHT sobre la uni6n de 

Noretisterona radioactiva al suero humano fue observada tam -

bién. En la figura 17 se muestran los resultados obtenidos -

en los cuales se puede observar claramente un mayor desplaza

miento de la Noretisterona radioactiva unida al suero humano 

en presencia de DHT no radioactiva confirmando así su mayor -

unión a GUTE que a GTC o albúmina. 
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Especificidad de Unión de 3H.NET a suero humano. 

Las características de unión de NET radioactiva se 

estudiaron tanto el ovino como en el humano. En la figura 18 

se muestran las velocidades de aiociación y disociación de No 

retisterona y Dihidrotestosterona en suero de humano, y en la 

figura 19 las observadas en el suero de ovino. 

En la parte superior de ambas figuras se ilustra la 

uni6n a 4 ºC de NET y DHT radioactivas a diferentes tiempos -

de incubación. Los resultados demuestran que NET y DHT tie -

nen una velocidad de asociación similar, obteniéndose valores 
7 -1 -1 de 4.86 y 4.67 x 10 M m para DHT y NET respectivamente -

7 -1 -1 
en el humano, y de 3.95 y 5.3 x 10 M m para DHT y NET 

respectivamente en el ovino. Res11ltados similares se obtuvie 

ron cuando se estudió la velocidad de disociación (gráficas -

inferiores de ambas figuras) de los dos estroides, obteniéndo 
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se valores para DHT de 1.0 en el humano y de 0.25 en el ovino 

y para NET de 0.33 en el humano y de 0.142 m-1 para el ovino. 

Por último la afinidad de Noretisterona al suero 
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Figura 16. Unión de 3H.NET al suero de Mujer Normal y a GUTE. 

tanto del humano como del ovino, fue comparada a la de los 

andr6genos naturales, utilizando DHT radioactiva corno ligando. 

En las figuras 20 y 21 se muestran los resultados -

obtenidos derivados de gráficas de Scatchard generadas con -

DHT y NET tanto en el humano como en el ovino. 
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Figura 18. 
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Figura 19. 
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V. DISCUSION 

La interacci6n de las progestinas sintéticas, Aceta 

to de Medroxiprogesterona (MPA) y Noretisterona (NET) con las 

globulinas trasnportadoras de suero principales fue valorada 

en el humano, el ovino, conejo y rata, así como a GUTE purifi 

cada de suero humano y PUA de epidídimos de ratas. 

Los resultados obtenidos en este estudio demostra -

ron la unión in vitro de Noretisterona con lás globulina tran~ 

portadora de testosterona y estradiol (GUTE), así como con la 

globulina transportadora de corticoesteroides (GTC) • Para el 

Acetato de Medroxiprogesterona no fue obtenida unión a ningu

na de las dos globulinas, en la actualidad otros investigado

res como Pugeat [36-38], han demostrado que su máxima uni6n 

es a albúmina. 

Estos hallazgos dieron la evidencia de la interac -

ción directa de Noretisterona con el sitio de uni6n de GUTE 

y GTC, respectivamente. Por lo que se decidió estudiar el me 

canismo de inhibición o desplazamiento sobre la unión de DHT 

y Cortisol a sus respectivas proteínas transportadoras en pr~ 

sencia de Noretisterona. 

En el presente trabajo se han demostrado los resul

tados en los cuales se observa claramente un mecanismo inhibí 

torio competitivo de noretisterona sobre la uni6n de 5a-dihi

drotestosterona y Cortisol a sus respectivas proteínas unido

ras, además de demostrarse que esta competencia guarda una re 

laci6n directamente proporcional entre la concentración de no 

restisterona y el grado de inhibición producido.· 

Las condiciones de pH para obtener la máxima unión 
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de 5 a-dihidrotestosterona y noretisterona a globulinas s~ri 

cas fue igual, demostrándose que cambios ocurridos en la es

tructura tridimensional de las proteínas al variar el pH afee 

tan de la misma manera la unión de las hormonas sexuales en

d6genas como la de ésta progestina sintética. 

Por otra parte los resultados de este estudio con

firman observaciones previas que demostraron que GUTE es ca

paz de transportar noretisterona en un 40 por ciento y que 

el 60 por ciento restante corresponde a un transporte por 

GTC y albúmina, siendo entone~~ GUTE el principal transport~ 

dor de noretisterona en la corriente sanguínea. 

Se observ6 y confirmó la similitud en las velocida 

des de disociación y asociaci6n entre Sa-dihidrotestosterona 

y noretisterona unidas a suero y a otras especies, sin embar 

go, sus características fisico-químicas nos representan una 

afinidad de las globulinas transportadoras por esta progesti 

na, como en otras especies en las que fue estudiada su uni6n, 

al igual que por las hormonas sexuales endógenas. 

La diferencia en porcentaje de uni6n de noretiste

rona a suero humano y el de otras especies corno el caso del 

ovino, se considera se debe a una velocidad de metabolización 

mayor de noretisterona que de los esteroides end6genos, ade

más de la existencia de una diferencia de concentraci6n de -

GUTE en el humano (3.6 ug/ml) con respecto al ovino (5.6 ug/ 

ml), ya que las constantes fisico-químicas de la uni6n deri

vadas de los estudios presentados demostraron una afinidad -

similar del suero de ovino, a la obtenida por el suero de hu 

mano. 

Estos resultados confirman la posibilidad de que 
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noretisterona, por virtud de su afinidad de uni6n a GUTE, -

pueda jugar un papel sustantivo en la modificaci6n del trans 

porte de las hormonas sexuales end6genas. Consecuentemente, 

en la mujer normal la presencia de niveles circulantes <le no 

retisterona; con la administraci6n de cantidades farmacol6gi 

cas, en anticonceptivos orales o inyectables en cuya composi 

ci6n se encuentra presente noretisterona, pueden dar niveles 

suficientes de esta progestina para desplazar cantidades si~ 

nificativas de dihidrotestosterona, testosterona y estradiol 

de GUTE y cortisol de GTC. 

En este contexto la noretisterona es un compuesto 

que tiene una actividad como anticonceptivo muy importante -

y desde hace varios años, pero puede ejercer efectos fisiol6 

gicos significativos a través de la modif icaci6n del traspoE 

te de las hormonas sexuales end6genas. 
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VI. CONCLUSIONES 

Las conclusiones a las que se ha llegado a través 

del presente estudio son las siguientes: 

1.- El transporte de progestinas sintéticas en la 

sangre se realiza por medio de la uni6n de és 

tas a proteínas plasmáticas. 

2.- Se demostró que Noretisterona es transportada 

unida tanto a la fracci6n de globulinas, prig 

cipalmente a GUTE, así como en menor propor -

ci6n a GTC. 

3.- Que la unión de Noretisterona se lleva a cabo 

directamente al sitio de unión de GUTE; exis

tiendo una competencia entre las hormonas se

xuales endógenas y de Noretisterona por éste. 

4.- Estos datos también sugieren que la interac -

ción de fármacos ,con globulinas trasnportado

ras pudieran afectar in vivo la relaci6n uni

do-libre de los esteroides endógenos. 

5.- De esta manera se explicaría, tanto sus meca

nismos de ~cción como los efectos tóxicos se

cundarios atribuibles a la administración de 

los mismos. 
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