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I. INTRODUCCION

Las hormonas esteroides se encuentran en la natura-

leza tanto en las especies animales como en las vegetales., -

107078 M) so -

bre sitios especificos de sus cé&lulas blanco, por lo que de -

Estas se unen a muy bajas concentraciones (10

ben tener una alta afinidad de unidn por dichos sitios para -
poder ser captados y posteriormente ejercer su funcidén [11. -
La mayoria de los estercides son sintetizados en tejidos dis-
tantes a aquellos de los que son blanco de su accidn; por 1lo
gue deben ser secretados y transformados antes de ser introdu
cidos a la célula blanco.

Los esteroides son derivados del niicleo del ciclo -
pentanoperhidrofenantreno, que contienen tres anillos del ci-
clohexano condensados con la ordenacidn propia del fenantreno.
Entre los esteroides importantes que se encuentran en la natu
raleza se hallan los &adcidos biliares, las hormonas sexuales -
masculinas y femeninas, las hormonas adrenocorticales y otros

varios esteroides gue poseen intensa actividad biolbgica [2].

La produccidén 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:




Los compuestos de este tipo reciben la denominacién
gereral de esteroides. En ellos existe siempre oxigeno, hi -
droxilico o cetdnico, en W; un grupo hidroxiloc o cetbnico en
Z y un metilo en Y. Los anillos C y D estln saturados y son

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

Hormonas Sexuales.

Las g6nadas la unidad fetoplacentaria y corteza su-
prarrenal sintetizan las hormonas esteroides a través de las
mismas vias de biosintesis general. Las variaciones en los -
indices de secreci6bn dependen de la correspondiente especiali
zacidn de cada glédula [4 y 5]. Se ha demostrado una serie -
de reacciones de condensacidn dependiente de la NADPH gque, en
Gltima instancia, produce esqualeno a partir de dos fraamen -
tos de carbono de la acetil coenzima A activada. A través de
procesos ciclicos y eliminacién de tres metilos se forma el -
colesterol., Esto se produce en el higado y muchos otros teji
dos, ademds de las glandulas formadoras de esteroides.

La alteracidn inicial de las moléculas del coleste-
rol comprende la incisidn de la cadena lateral para producir
delta 5-pregnenolona y a&cido isocaproico. Existen evidencias
gque apoyan la hipbtesis de gque, en la suprarrenal, el ACTH ac
ta primariamente para esimular esta reaccién.

Al parecer, la pregnenolona es el sustrato comfin pa
ra todos los esteroides hormonales. La conversién de pregne-
nolona requiere de la delta 5, 3 beta-hidroxiesteroide deshi-
drogenasa, la cual oxida el grupo hidroxilico en la posicidn
3, y una isomerasa que cambia el doble enlace en delta 5 a =~
delta 4, originando progesterona. Asi, la progesterona pucde
servir como precursor de los andrbdgenos y los estrdgenos tan-



to en los ovarios como en los testiculrs.

Las vias para la sintesis de los andr6genos y los -
estrbgenos se hallan expuestas en la figura 1. Las vias mé&s
importantes son: 1) pregnenolona a progesterona a 17 alfa-hi
droxiprogesterona a androstendiona; 2) pregnenolona a dehi -
droepiandrosterona a androstendiona. Se han sugerido otras -
vias adicionales.

Los estrbgenos proceden de los andr6genos en las -
glandulas formadoras de esteroides y, probablemente, también
de tejidos no endbcrinos. La conversién de los andrégenos en
estrégenos se efectfia probablemente a través de los interme -
diarios 19-hidroxilados de la delta 4-androstendiona y la aro
matizacidn del anillo A para formar estrona y estradiolj la -
testosterona probablemente se transforma en estrdgenos de una
forma similar.

Estrbgenos.—~ {6 y 7] Aunque sigue aumentando la -
lista de estrbgenos identificados en los animales, hace tiem-
po se conocen los estrdgenos mis importantes, como el 17 beta
estradiol, la estrona y el estriol. Todos los estrdgenos de
origen animal son esteroides. Las fuentes més importantes de
estrbgenos son el ovario, la corteza supra: .e¢nal, las cé&lulas
de Leydig del testiculo y la unidad fetoplacentaria. Aungue
la potencia relativa de los estrdgenos varia algo de acuerdo
con el método bioldgico que se emplea, se considera que el 17
beta estradiol es el més potente cuando se administra por via
parenteral, le sigue la estrona; y el estriol es relativamen-
te débil.

La estrona, el estriol y el estradiol son los estrd

genos urinarios que se han determinado con mayor frecuencia.
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Los estr6genos urinarios llegan a alcanzar un Sptimo durante
el tiempo de la ovulacibn, y se mantienen a una concentracién

elevada durante la vida del cuerpo lGteo.

El estrbgeno sintético mas importante es el dietil-
estilbestrol, el cual no es un estroide, y resulta eficaz por
via oral o parenteral. Al parecer se metaboliza a lo largo -
de algunas vias, como los estr6genos naturales, y se excreta
principalmente en forma de glucorénido. Existen otros estr6-
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.
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El indice de la produccipon de la estrona 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 [8].
Las escasas determinaciones gque se han hecho de los estrbge -
nos plasm&ticos indican que los niveles, tanto de la estrona

libre como del estradiol, oscilan esntre 0.1 a 1.0 ug/l de -



plasma; los valores mids elevados de ambus se encuentran en la

fase lutefnica del ciclo [9 y 10].

Gestégenos.- La progesterona es el mejor conocido
y el mds importante de los estroides que poseen actividad pro
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 foliculos de De Graff, en el -
cuerpo ldteo, en la placenta y en la sangre. La progesterona
se sintetiza por varios tejidos; incluyendo el cuerpo lfteo,
corteza suprarrenal, placenta y testiculos. 8Si bien la pro -
gesterona se secreta en grandes cantidades a la sngre por el
tejido luteinico y la placenta, su funcidn principal en la -
corteza suprarrenal y los testiculos es el de servir de pre -
cursor a los productos secretados por estas gléndulas. Se re
duce el pregnandiol, y se excreta principalmente como glucord
nido de pregnandiol. La determinacién del pregnandiol urina-
rio proporciona una razonable valoracidn de los niveles de -
progesterona circulante. Durante la fase luteinica, los nive
les del pregnandiol urinario estédn proporcionalmente elevados

respecto al indice de secrecidén de la progesterona.

La mujer normal presenta valores de progesterona en
el plasma que oscilan entre 0.14 ug/100 cm3 durante la fase -
folicular del ciclo y 1.05 ug/100 cm® durante la fase luteini
ca [11]. Los indices de produccidén reportados varian segln -
la técnica empleada para su estudio. Los indices de produc -
cibn plasmitica [12] se han calculado en 2.9 mg/24 horas du -
rante la fase folicular y 22.1 mg/24 horas durante la fase 1lu
teinica, mientras que los indices de produccién 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-



senta un indice de producc16n plasmétlco He 0 59 mg/24 horas,

comparado con un indlce de 3.8 mg/24horas "lado a partlr

del pregnandiol urlnarlo [127.

Andr6genos.- Se considera que la Eestosterona es f;
el principal andrbfgeno. La mujer normal pfoduce 0.34 mg de -
testosterona al dia, lo cual es, aproximadamente, 5% de la -
cantidad producida por el hombre normal (7 mg/dfa) (13]}. Los
valores de testosterona en el plasma de mujeres normales se -
mueven dentro de un margen bastante estrecho, con un valor -
promedio de 0.034 T 5.018 ug/100 cm3 de plasma comparado com
0.64 ug/100 cm3 2n los hombres normales [14]). vValores mds -
elevados se encuentran durante la ovulacién y la fase luteini
ca del ciclo. La excrecidn urinaria de testosterona es mas -

elevada en la ovulacién y durante la fase luteinica.

La mayor parte si bien no toda la testosterona de -
la mujer normal se forma por reduccién de androstendiona. La
mayor parte de esta reduccidn 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 concentracién de androstendiona en el plasma de -
mujeres se considera mis elevada que en la de los hombres -
(0.14 ug/100 cmz, contra 0.06 ug/100 cm3). El indice de pro-
duccidén plasmética de la androstendiona oscila entre 3.4 mg/
dia en la mujer v 1.4 mg/dia en el hombre.

La concentracién de testosterona urinaria suele ser
paralela a la de la testosterona plasm&tica. 8Si bien la tes-
tosterona y la androstendiona se metabolizan a l17-cetoesterci
des, la contribucidn de estos andrégenos a los l7-cetoesteroi
des de individuos normales es pré&cticamente despreciable. La

mayoria de los l7-cetoesteroides urinarios proceden de los es



teroides de la corteza suprarrenal.

Dentro de los andrSgenos andlogos utilizados terapé&u
ticamente podemos encontrar a la metiltestosterona, la mds -
utilizada por su alta potencia androgénica dentro de la clini
ca, administrdndose de manera oral, asi como los nor—-esteroi-

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

it
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Las hormonas esteroides circulan en una forma conju
gada, por ejemplo, en un complejo unido a las protefnas plas-
maticas. Parece ser que existe una conjugacitn de proteinas
especificas con la mayoria de los esteroides, y, ademds, una
conjugacidén menos especifica con otras proteinas. La fuerza
de unidén desempefia un papel importante en la regulacién de la

accién y metabolismo de un esteroide.

Proteinas Unidoras de Hormonas Sexuales.

Se conocen tres tipos devproteinas natdrales que -
tienen la propiedad especifica de unir a los esteroides hormo

nales y a otros esteroides con relativa alta afinidad: protei



nas del suero, proteinas receptoras de tejidos blanco, y pro-
tefnas transformadoras de hormonas esteroides. Las proteinas
unidoras de hormonas sexuales en suero se distinguen de las -
proteinas receptoras de tejidos blanco, en que las primeras -
s@ pueden encontrar tanto extra como intracelularmente, pue -

den unir a mds de dos compuestos con diferente afinidady y

las proteinas receptoras se encuentran también dentro del nd-
cleo ¥y tienen una alta afinidad solamente por uno o dos.com -
puestos [15]. ,

La amplia variedad de esteroides transportadoé por
proteinas gue han sido identificadas [16-19], demuestrah que
se requieren para llevar a los esteroides, dentro y cerca de
las células blanco. El hecho de la presencia de diferentes -
proteinas transportadoras de esteroides en una amplia varie -
dad de especies y para diferentes esteroides naturales nos su

giere la importancia funcional de estas proteinas.

De las protefnas transportadoras de hormonas gexua-
les en suero se consideran como las mé&s importantes a: 1) Al-
bmina sérica, la proteina mds abundante del suero, la ¢ual -
se une a todos los esteroides y a muchos otros compuestos con
relativa baja afinidad (A); 2) Globulina transportadora de -
Corticoesteroides (GTC) gue 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 darian la apariencia de que préacticamente
toda la hormona esteroide circulante se unirfa a su glicopro-
teina especifica, este no es el caso ya que la alta concentra

cién de albfimina en el suero compensa su baja afinidad, por -



lo gue cantidades sustanciales de hormor~ son unidas a albGmi
na [17].

Caracteristicas Fisico-Quimicas de las Proteinas Transportado

ras.

1) AlbGmina: es la proteina del plasma més abundan
te, con un peso molecular de 69 000 daltons. Su punto isoe -
léctrico, pH 4.7, es también menor que el de la mayoria de -
las proteinas séricas; &sto y su alta carga negativa neta ex-
plican porque la migracién electroforética de albtmina es mas
répida que la de otras proteinas del plasma a valores de pH -
neutro o ligeramente alcalino. Al pH sanguineo, 7.4, la albd
mina tiene una carga neta negativa de 18. Estas propiedades

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

La molécula de albGmina tiene una asimetria corres-
pondiente a la de una forma eliptica con un difmetro de 38 A
vy una longitud de 150 A. 8Su principal funcién es la requla -
cifn osmbética. Del efecto osmStico total de las protefinas -
del plasma, la albGmina es la responsable del cerca del 75 a
80 por ciento. Aungque constituye ligeramente mis de la mitad
de las proteinas plasmaticas por su peso, la efectividad de -
la albGmina es mayor que la de las globulinas porque es de ba

jo peso molecular.

Muchas sustancias poco solubles en agua, son rdpida
mente disueltas en presencia de suero o plasma. Las solucio-
nes de albGmina 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 fisiolb6gico, tales como iones de &cidos grasos, bili-

rrubinas, hormonas esteroides, y otros compuestos. La albGmi

10



na'entoncesvdesémpéﬁa3ﬁnfpapel'impdrtante en’ el transpérte -

desde un tejido a otro de productos metab6licos 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 -
proteinas relacionadas con el trasnporte de hormonas del plas
ma se ha identificado, para glucocorticoides, en vertebrados
superiores se ha demostrado la presencia de una globulina -
transportadora de corticoesteroides (GTC), que varia en es -
tructura y propiedad de especie a especie. 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-glicoproteina 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 tempera
turas, siendo casi nula a los 50 °C. 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 higado, solamente se tienen eviden -
cias indirectas de ello. Algunas de estas evidencias son las
de haberse reportado niveles de GTC descendentes en hepatecto
mia subtotal en la rata, y también se ha encontrado niveles =

bajos en pacientes con enfermedades hep&ticas.

Parece que la integridad del compleijo delta 4, 3-
cetona del anillo "A" es esencial para la completa unién a -
GTC [19]. Los compuestos con el mayor grado de competencia -
con el cortisol por el sitio de unién de GTC son la cortisona,

corticosterona, deoxicorticosterona, ll-deoxicortiscl y pro -
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gesterona. Los compuestos tetrahidros y la mayorfa de los es
teroides sintéticos (con excepcidn de prednisona y prednisolo
na) parecen poseer poca reactividad cruzada.

Se ha observado gue la administracién de cestrégenos
tlenen efecto sobre la estimulacifén en la sintesis de GTC, va
gque pacientes que han recibido dosis comparativas de estilbes
trol para carcinoma de pecho o préstata, presentaron una ele-
vacifn sustancial en los niveles de cortisol total en plasma.
Este incremento de cortisol se debid a un aumento s6lo en la
fraccidn unida a la proteina transportadora, ya que ésta se -

gufa aumentando mientras se prolongaba la terapia [19 y 26].

3) Globulina transportadora de Hormonas Sexuales:
Se han encontrado protelinas transportadoras de andrSgenos en
una amplia variedad de especies [27]. Diferentes nombres han
sido asignados a esta proteina: globulina unidora de testoste
rona y estradiol (GUTE), globulina transportadora de hormonas
sexuales y el proteina transportadora de esteroides.

GUTE tiene un peso molecular de 94 000 daltons [16].
Otros investigadores han reportado una estructura dimérica -
para GUTE con un tamano minimo por subunidad de 36 000 y -
67 000 daltons, determinados en condiciones desnaturalizantes.
Aunque no existe un acuerdo uniforme con respecto al tamaho -
de las subunidades y su composicidn, existe concenso en gue -
GUTE es una glicoproteina con un s6lo sitio de unidén por molé
cula nativa [16, 18 y 27].

Se cree que GUTE es sintetizado en el hifigado en la
mayoria de las especies, aunque sé6lo se tiene evidencia indi-
recta de ello. Los factores que controlan los niveles de es-

ta proteina en sangre han sido estudiados, los estrdgenos, el

12




exceso de hormona tiroidea y enfermedadcs del higado aumentan
la concentracibétn de GUTE, y el aumento de andrdégenos y la de-
ficiencia de hormona tiroidea la disminuyen [28-31].

La afinidad de GUTE por corticoides o pregananos es
baja, vy su afinidad por androstanes y estranes depende de su
estructura. Una hip6tesis de unidn de estructura sostiene -
gue GUTE se une fuertemente a la cara beta del esteroide con

fuertes atracciones a las posiciones C3 y C beta.

17

Se ha demostrado hace unos anos en varios estudios
[16 y 321 de laboratorio que en el citosol testicular y epidi
dimal contienen una proetina de unibn estable al calor, pro -
teina unidora de andrégenos (PUA), con alta afinidad por an -
drégenos y estrdgenos, pero no por antiandr8genos. Aunque la
proteina unidora de andrdgenos ha sido estudiada méds extensa-
mente en la rata, é&sta o una proteina similar tambi&n ha sido

identificada en el epididimo o en los testiculos de otras es-
pecies.

La proteina unidora de andr6genos tiene un peso mo-
lecular de 94 000 daltons con dos subunidades de 45 000 y -
47 000 daltons. En la mayorfa de los casos la proteina unido
ra de andr&genos, 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 proteinas acarreadoras:

13



Testosterona Estradiol Cortisol Progesterona

Albdmina X X X X

GTC 3 x
GUTE | : : —X }ffofﬂf

PUA X ' % B 5
Tabla 1. Relacidn de las proteinas transportadoras y sus res

pectivos esteroides.

Papel Fisiol6gico de las Proteinas Transportadoras Séricas.

En un principio se considerd que las proteinas trans
portadoras cumplian solamente con la funcién de ayudar a la -
solubilidad de los estroides en el suero, sugiriéndose un pa-
pel amortiguador para la estabilizacidn de la concentracién -
del esteroide libre, pero las proteinas transportadoras ejer-
cen también otras varias funciones gue son de importancia pa-

ra el balance hormonal del organismo.

Estas proteinas transportan las hormonas esteroides
en un complejo bioldégicamente inactivo [15 y 17], por lo gue
cantidades relativamente grandes circulan continuamente sin -
producir efectos de hiperfuncidén, sin embargo, este compleijo
es de rapida disociacidén para que el esteroide pueda encon =~
trarse libre para actuar sobre el sitio blanco. También pro-
tegen al esteroide de atagues guimicos y enzimAticos, e inhi-
ben la toma de éstos por el higado, consecuentemente su meta-

bolizacién y excresidn.
Una funcién de las proteinas transportadoras que -

14



ha sido reconocida Gltimamente es la f-rilitacién del paso de
la hormona desde =u sitlo de biosintesis a la corriente san -
guinea. E1l resultado global, es la conservacién de las hormo

nas esteroides.

Para poder entender coémo las proteinas transportado
ras pueden influenciar la accidén de los esteroides hormonales
sobre los tejidos blanco debemos considerar primeramente el -

mecanismo de accidén de los esteroides a nivel celular.

Para la descripcidn del mecanismo de accién de las
hormonas sexuales se tomard como ejemplo el modelo disefiado -
por Anderson en 1974 [18] y gue puede ser aplicado a las dife

rentes hormonas [figura 2].

Los esteroides circulan en su mayoria unidos a pro-
teinas transportadoras en el suero, pero solamente los este -
roides libres entran a la célula. Las células blanco respon-
derén especificamente s6lo a concentraciones fisiolS8gicas del
esteroide. Estas células se diferencian de las demds en que
son capaces de sintetizar proteinas receptoras o protefnas ca
paces de captar especificamente a los esteroides. Los este -
roides se difunden dentro de las cé&lulas donde son unidos a -
proteinas plasmdticas. Este complejo es posteriormente tras-
locado al nfcleo, en el interior del nGcleo el compleijo este-
roide-proteina se une a la cromatina en los sitios aceptores
especificos, con la ayuda de la polimerasa del &cido ribonu -
cleico (ARN) se transcriben las secciones especificas del aci
do desoxirribonucleico (ADN). Este ARN transmitird su mensa-
je a los ribosomas y consecuentemente se tendra un incremento

en la sintesis proteinica.
En términos generales las hormonas esteroides se -
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Figura 2. Esquema general de las interacciones del complejo esteroide proteina en
varios compartimentos del organismo. BB, unidores en sangre; R or recep
tores citoplasmiticos; Rn, receptores nucleares; NS, unidores no especi
ficos; S, esteroide.



encuentran unidas a protefinas plasmiticas, sin embargo, exis-
te una fraccién no unida conocida como la fraccién libre, 1la
que se piensa es la fraccidn fisiolSgicamente activa, por lo
que el conocimiento de los niveles circulantes de esteroide
libre sirve como parémetros importantes en el conocimiento de
las velocidades de depuraciétn de Eéstos, asi como sus efectos
metabblicos y el posible papel que puedan Jjugar bajo condicio
nes patolbgicas [33-35]. Por tal motivo la presencia de fac-
tores gue alteren la relacidén unido-libre de un estroide en -
particular, resultari en disminucién o bien en la potenciali-

zacidén de su actividad, ésto parece suceder en mujeres gue se

Nombre genérico Nombre comiin Nombre quimico

5 110)
DERIVADOS DE LA A estrenoclona

Noretinodrel 17 o=etinil-173~-hidro-

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

n
DERIVADOS DE LA A -estrenolona

Noretindrona l7-etnilnortestos 170-etinil-17 B-hidro-
terona Xi-4-estren-3-ona. .

Acetato de Nore Acetato de 17-eti Acetato de 170-etinil-

tindrona nilnortestosterona 17R-hidroxi-4-estren-3

ona.

Linestrenol 3-desoxinoretindro 170-etnil-4-estren 17-
na. ol.

Diacetato de eti' Diacetato.de 170~etinil

nodiol 4-estren-3f 17-diol.

Dimetisterona Dimetil-etiniltes- 17B—hidroxi—6a,21—dimg
testosterona til-l70-pregnen—-4-en-

20-in-3-ona

Tabla 2. Nombre genérico, comn y quimico de las progestinas.

17



Continuacidn de la Tabla 2.

DERIVADOS DE LA 17—HIDROXIPROGESTERONAk

Acetate de Medroxi 6~metilacetoxiproges Acetato de 17a-hi

progestexcna terona droxi-6o-metil-4-

pregnen-3,20-dio-

na.
Acetato de Meges =- 6-metil-6-deshidro-~ Acetato de 17a-hi
trol acetoxiprogesterona droxi~6-metil-4,6

pregnandieno-3,20

diona.
Acetato de clorma 6—cloro-6—desﬁidro~ Acetato de 17a-hi
dinona acetoxiprogesterona droxi-6 cloro-4,6

pregnandieno-3,20

diona.

Tabla 2. Nombre genérico, comiin v gquimico de las progestinas

se encuentran bajo tratamiento anticonceptivo {36], va gue se
ha demostrado por evidencias indirectas la aparente unidn de
progestinas sinté&ticas a proteinas transportadoras de hormo -~
nas sexuales. Por lo tanto en estos casos se presentar§ una

alteracién de la realcidbn unido-libre de esteroide end&geno -
libre y el unido a su proteina. En la tabla 2 se muestran al

gunas de las progestinas sintéticas més utilizadas en la anti
concepcidn,
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II. OBJETIVOS

1os efectos fisiol6gicos de un esteroide como se ha mencionado
anteriormente son ejercidos por la fraccién del esteroide que no se en -
cuentra unida a proteinas. Por tal motivo un nmero de investigadores se
ercuentran interesados, actualmente, en el mecanismo de transporte de pro
gestinas sintéticas.

Dos de las mas utilizadas progestinas sintéticas en el humano
son: Aceta:zo de Medroxiprogesterona (Acetato de 170~ hidroxi-6a- metil—4—
pregnen-3, 20-diona) y la Noretisterona (l7o0—etinil-testosterona), las =
cuales son usadas frecuentemente como esteroides anticonceptivos. AGn -
cuando han sido desarrollados métodos para la estimacién de estos esteroi
des en sangre, la unién de Noretisterona en plasma humano ha sido poco es
tudiada [37 y 38].

Por lo anterior se planteo como objetivo estudiar el mecanismo
de transporte de estas dos progestinas en plasma, asi como su interacci®n
con las protefnas transportadoras de hormonas sexuales y las caracteris-
ticas atribuibles a dicha unién. Realizéndose este estudio tanto en el -

humano como en otras especies de mamiferos.

Los objetivos concretos del estudio fueron:

a) Prurificacién Tanto de GUTE como de PUA para estudiar la -
interaccién de las progestinas con proteinas parcialmente
puras de suero y epididimos, transportadoras de hormonas -
sexuales.

b) La valoracién de las constantes: de disociacién, asocia -
cibén, asi como las tasas de velocidades de asociaci6n y di
sociacitn del esteroide a proteinas transportadoras.

c) Valorar la especificidad de unién de un esteroide de una -
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determinada fraccién de protefnas del plasma.

d) La valoracitn del tipo de interaccién del esteroide sintéti-

co a nivel del sitio de unidn de proteinas del plasma.
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ITT. MATERJAL ¥ METODOS

Soluciones y Reactivos:

Trizma Base de Sigma Chemical Company.

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

N,N~dimetil formamida de Fisher Scientific Company.
Cloruro de Potasio {KCl) de J. T. Baker, S. A.

Hidr&xido de Sodic (NaCH) de J. T. Baker, S. A.
Epiclorohidrina de Fisher Scientific Company.

Hidréxido de Amonio (NH 4OH) de Fisher Scientific Company.
Carbén activado de Sigma Chemical Company.

Dextrén T-70 de Sigma Chemical Company.

Omifluor de New England Nuclear.

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

Dioxano de Fisher Scientific Conpany.

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

Sulfato de Amonio de Fisher Scientific Company.

Sefarosa 4B-200 de Sigma Chemical Conpany.

Silicona de Sigma Chemical Company.

Carbocdiimida de Sigma Chemical Company.

Solucid Amortiguadora de Tris HCl: 0.02 M, pH 7.4, 10 % glicerol; (solu -
cién TG).

Solucidn amortiguadora de Tris HCl: 0.02 M, pH 7.4, 10 % N,N-dimetil for-
mamida y 1 M de KCl; (solucién TDK) .

Solucitn de Hidréxido de Sodio 10 N
Solucibn de Hidréxido de Amonio 1 M.
Mezcla de Carbdn-Dextrén: 250 mg de CarbSn activado + 25 mg de Dextrdn -
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T-70 por 100 ml de solucién TG (solucidén DCC).
Scolucién de Centelleo liquido: Ommifluor 4 gr por litro de Tolueno.

Hornmonas Radioactivas.

H.DHT = Dihidrotestosterona = 1, 2-—3H(N)-5°t- androstan—-17f-o0l-3-ona. 40

Ci/mola.

3H.F = Hidrocortisona = 1, 2-3H {N) Cortisol. 93 Ci/mmola.

H.NET = Noretisterona = 6, 7—3H (N)~19 nor-l7o-etinil-testosterona. 55
Ci/mmwola.

Estas hormonas fueron compradas a New England Nuclear.

Hormonas no Radicactivas.

DHT = 5o-dihidrotestosterona = 17R~-hidroxi-5o-androstan—-3-ona.
F = Cortisol = 113-17, 2l-trihidroxi-4-pregnan-3, 20-diona.

NET
MPA

Noretisterona = 19 nor-17c0—-etinil~testosterona.

Acetato de Medroxiprogesterona = 6o~metil-l7c~acetoxi~4-pregnan-3,
20-diona.

Las hormonas no marcadas fueron pedidas a Steroids of Steraloids.
Tanto las hormonas marcadas como las no marcadas se disolvieron en alco —
hol etilico.

Obtencibn de Material BiolSgico:

Fuente de muestras de sangre:

a) Mujeres Normales.

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 grupo donador del Instituto Nacional de la Nu -
tricidn "Salvador Zubiridn", se tomaron 20 ml de sangre a cada una de 10
mujeres sanas en la etapa folicular temprana, seguidas durante su ciclo -

menstrual en la Clinica de Planificacién Familiar del mismo Instituto.

Los conejos Nueva Zelanda eran macos, cuyGc peso oscilaba entre
2.5y 3.0 kg.; fueron castrados para eliminar la produccién de hormonas -
esteroides, dos semanas antes de llevarse a cabo la toma de sangre. lLa
castracién (orquidectomia) se llevS a cabo de la siguiente manera: el ani
mal se coloca con el dorso hacia abajo. Se realiza una incisifén mediana
de aproximadamente 1 cm en la piel del escroto, el tejido conectivo subcu
téneo se localiza inmediatamente y se observa que cada testiculo se en -
cuentra en sacos musculares separados. Se hace una incisién en cada saco
muscular e inmediatamente sale el testiculo acompahado del epididimo. Se
coloca una ligadura alrededor del vaso' deferente y la vena espermitica, -
el polo anterior del testiculo junto con las glandulas es removido y la -
ligadura es cerrada. La incisifn de la piel es saturada por uno o dos -
puntos con hilo de seda. Para la operacién de castracién los conejos fue
ron anestesiados con Anestesal (Smith-Kline); un ml. por cada 2.5 Kg. de

peso, por via intravenosa.

El peso de las ratas Wistar oscild entre los 200 a 250 gr., se
utilizaron hembras ovariectomizadas (ocoforectomizadas), también dos sema
nas antes de la toma de sangre. La operacifn se lleva a cabo de la si -
guiente forma: el animal se coloca con el peche hacia abajo. Se realiza
una incisién longitudinal en la piel, en la parte dorsal media al nivel
de los polos baljos del rifdn. La piel es retractada lateralmente hacia
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los lados y el ovario se expone a través de 1~ pared del msculo delgado
justo abajo de la masa muscular dorsal. Cada incisifn se realiza del ta
mano minimo para la extraccién del ovario: Despu€s la hemostasis es ase
gurada ligando la parte terminal del cuerno del Gtero con hilo de seda,

el ovario, junto con el tejido graso que lo rodea, el oviducto y una pe-
quena porcién del Gtero son extraidos. La herida es cerrada con hilo de

seda. Se utiliza éter para la anestesia ligera durante la operacién [39].

~as tomas de sangre a ovinos fueron hechas a hembras de un arfio
y medio de edad con fertilidad comprobada. Por rata se cbtuvieron 5 ml
de sangre, por conejo 10 ml, y 40 ml por 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 centrifuga Beckman JB-6);posteriormente el suero fue separado
y congelado a =20 °C en alicuotas de un mililitro, por un tiempo no ma-—
yor de dos a 12 semanas.

Purificaci6n de la Proteina Unidora de Andrdgenos  (PUA).

a) Obtencién de los Epididimos. Se disecaron epididimos de -~
ratas de la cepa Wistar, de la misma manera que ya fue descrita la cas—
tracién. A partir de ellos se obtuvo una preparacitn parcialmente pura
de la proteina unidora de andrfgenos.

Los epididimos se obtuvieron y manejaron a 4 °C en presencia -
de la solucién TG. Istos se limpiaron de todo tejido graso, ya limpios
se pesaron para posteriormente ser homogeneizados con la solucién TG en
una proporcidén final de 1:9. Este homogenado fue centrifugado a 20 000

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

b) Precipitacién con Sulfato de Amonio. [40] El sobrenadan-
te se tratd con sulfato de amonio al 60 por ciento de saturacién. Se =

agité durante una hora mantieniendo el pH de 7.0 con la adicién de NaOH
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10 N. El precipitado fue centrifugado durarite una hora a 20 000 r.p.m.;

todo este procedimiento se realizf a 4 °C.

c) Di&lisis. El precipitado se resuspendis con TG al volumen
inicial y se dializé ocontra TG, vigilando no aumentar en exceso el volu-
men en la bolsa de didlisis sobre todo en las etapas iniciales. Se lle-
varon a cabo dos cambios cada 18 horas.

Posteriormente este dializado fue analizado en un sistema de -~
saturacidn como serd descrito. Después fue fraccionado en alicuotas de
un mililitro y congeladas a 4 °C de dos a 12 semanas.

Purificacién de la Proteina Transportadora de Testosterona y Estradiol
(GUTE) .

a) Origen del Suero. Se tomaron 500 ml de mujeres sanas en su
etapa folicular temprana, por persona se tomaron 20 ml de sangre. Este
suero fue tratado con carbdn activado (1 mg/ml de suero), con la finali-
dad de extraer los estroides endSgenos, el carbdn es un adsorbente sufi-
cientemente fuerte para remover o quitar hormona de soluciones en las -
que se encuentren presentes, se trat6 durante una hora a 4 °C con agita-
cion constante. Después del periodo de incubacitn el suero fue centrifu
gado a 2 500 r.p.m. durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue fil-
trado a través de una gasa para remover todas aquellas particulas finas.
de carbdSn que pudieran haber quedado.

b) Precipitacién con Sulfato de Amonio. El suero se precipi
t6 con Sulfato de Anonio y se dializ6 bajo las mismas condicones que -
han sido descritas anteriormente para la proteina unidora de andrégenos.
La suspension obtenida de proteinas del suero en solucidén TG fue conge-~
lada a — 20 °C mientras se preparaba la resina para la cromatograffa -
por afinidad.

c) Cromatografia por afinidad. Esta tiene por objetivo puri-
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ficar a proteinas unidoras de afinidad bilégica por un esteroide en par-
ticular. La técnica involucra la construcciin de un soporte inerte al -
que se une covalentemente un derivado de esteroide que mantiene su habi-
lidad para interactuar con el sitio de unién de las proteinas receptoras.
Cuando una solucidén contiene proteinas receptoras con su ligando se pasa
a través de dicha columa, las proteinas receptoras se pegan al esteroi-
de unido a la columna. Otras macromoléculas de la solucidén, oon poca o
ninguna afinidad por el esteroide, pasan a través de ésta y no se retie-

nen [1].

Ios pasos seguidos en la cromatografia de afinidad désGUTEff§§1~
ron los siguientes: - ST

1. Preparaci&n de la Resina:
La resina (Sefarosa 4B-200) para la cromatografia de afinidad
se prepard de la siguiente forma:

La Sefarosa se tratd con epiclorohidrina a una concentracién
final de 0.3 M. La reaccién se llevd a cabo a 25 °C durante cuatro ho-
ras. Posteriormente la resina se incubS con NH,OH 1 M a temperatura am
biente durante 18 horas. Lo anterior se realizé con la finalidad de sin

tetizar el espaciador de la resina ( 2-hidroxi-amino-propil-—é&ter).

Una vez formado el espaciador de la resina se utlllizd como L1
gando a la dihidrotestosterona substituida en la posicién 17 por el &ci
do hexanoico [3-oxo-17.-hidroxi, 32— androstan, 17a-(6-&cido hexanoioo)].
La unién del ligando a la sefarosa activada con el procedimiento ya des
crito se realizd con 70 % de dioxano en presencia de carbodiimida solu-
ble en agua. El producto final de la reaccién fue lavado exhaustivamen
te con metanol al 80 % y se analizb su capacidad de unién a GUTE utili-

zando el procedimiento gue a continuacidn serd descrito.
2. Determinacién de la capacidad de unién de la Resina.
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La capacidad de uni6n de la resina se valorS adicionando canti
dades de GUTE a tubos de ensayo previamente siliconizados conteniendo -
cantidades variables de la resina. La mezcla fue incubada durante dos —
horas con agitacién intermitente de cada dos minutos a 4 °C y posterior-

mente centrifugada a 2 000 r.p.m. durante 15 minutos.

La cantidad de GUTE en el sobrenadante fue analizada utilizan
do un sistema de saturacién como ser& descrito posteriormente. La capa-
cidad de la resina fue expresada como pico molas unidas a GUTE por mili-

litro de resina.
3. Cromatografia de la muestra.

Una vez conocida la capacidad de unién de la resina, fue empa-
cada una cantidéad suficiente (50 ml) para unir el 100 $ de GUTE presente
en la fraccién precipitada con sulfato de amonio. La columna fue equili
brada con la solucifin TDK. Después de la aplicacitn de la muestra (460
ml) en la columa, fue lavada con 10 volfmenes (volumen de la columna)
de solucidn TDK. La obtencién de GUTE se realiz6 por elucidn utilizando
tres volfmens de TDK conteniendo 20 ug/ml de dihidrotestosterona, des -
pués de la incubaci6én las fracciones posteriores fueron colectadas, mez
cladas y concentradas utilizando una unidad de ultrafiltracifn (AmicGn
7015) .

Estudios de Unidn.

a) Sistemas de Saturacidn. La existencia de una concentracién
determinada de proteinas:unidoras de hormonas esteroides nos da un nGme-
ro finito de sitios de unién para los esteroides. Por lo tanto la forma
ci6én del complejo proteina-esteroide es un fenSmeno satural:le. Tomando
en cuenta 1o anterior los sistemas de saturacifén se realizan exponiendo
una determinada cantidad de proteinas receptoras o trasnsportadoras a -

una fuente de hormonas esteroides, por ejemplo el citosol, la fraccidn
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nuclear de un tejido blanco o suero incubadas con varias concentraciones
de esteroide tritiado, permitiendo la asociaci6n del esteroide con la -
proteina unidora hasta alcanzar el equilibrio. Subsecuentemente la can-

tidad de esteroide tritiado unido es determinado.

El componente saturable se define por la diferencia aritmética
entre el total de la radioactividad unida y la no especifica. La unién
no saturable o no especifica es medida como la uni6n del esteroide tritia
do unido en presencia de un exceso de un lidgando competitivo no marcado.
Bajo estas condiciones, el esteroide no marcado ocupa esencialmente to -
dos los sitios de unién de alta afinidad pero esto no altera la unién del
esteroide tritiado con baja afinidad, a sitios no especificos o no satu-
rables. Este método asume una alta capacidad del sistema receptor con -

sitios de baja afinidad a los cuales existe unidn no especifica.

Este andlisis permite estimar el nlrero de sitios de unién es—
pecifica, sustrayendo las no especificas del total de la unién. Ilos va-
lores calculados para la unidén no especifica se usan para estimar el nG-
mero total de sitios de unidn y la constante de disociacién (Kd) del com
plejo esteroide-proteina, una caracteristica de afinidad de la proteina
por el esteroide. Son usadas principalmente dos métodos para el andli -
sis de estos datos; el m&todo de Scatchard y el de graficas de doble re-
ciproca (Lineaweaver—Burk) [1].

1Los ensayos se realizaron de la siguiente forma: se incubaron
en tubos de vidrio (10 x 75mm) hormona radiocactiva cuya concentracién -
era de 1 nM, con la adiciétn de cantidades crecientes de hormona no ra -
dioactiva a una concentracién final de 1 a 40 nM. Se evapord el alcohol
en que se encontraban tanto la hormona radioactiva como la no radioacti-
va de los tubos, posteriormente fue agregada una cantidad constante de —
las muestras de suero. La reaccidn se llevd a cabo en un volfmen final

de incubacién de 200 ul de la solucidn amortiguadora TG durante una hora.
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Al finalizar el perfodo de incubacifén se afadieron 800 ul de la
mezcla DOC, para separar la fraccifn unida de la fraccién libre, siendo
esta exposicién menor de cuatro minutos, va que el 50 % de la hormona se
libera en este tiempo de acuerdo a pruebas hechas con anterioridad, por
lo que debe ser seguida inmediatamente por una centrifugacién de las mues
tras a 2 000 r.p.m. durante 15 minutos. Esto para separar el sobrenadan

te (fraccidn unida) de la pastilla formada por el carbdSn (fraccién libre).

1. Determinacitn del contenido de radioactividad. Para la de-
terminacitn del contenido de radioactividad, el sobrenadante de cada frac
cifn se decanté directamente a viales de conteo conteniendo 5 ml de la so
lucién de centelleo 1iquido; posteriormente las muestras fueron colocadas
en un contador Packard Tricarb de centelleo liguido.

2. Especifidad de Uni6n. La especificidad de la uni6n entre -
la proteina y su hormona radioactiva, se valoxS con incubaciones al para—
lelo que contenjan un exceso de mil veces mds de hormona no radiactiva, -
en donde la radioactividad presente en la fraccién unida, representf la -
unidén no especifica. ELl resultado de sustraer la unifn total la no espe-
cifica, represnt6§ la unién del esteroide radiocactivo en forma especifica
a su pmteina.

Los resultados obtenidos fueron graficados de acuerdo a la me- -
todologia descrita por Scatchard [41]. La concentracién de la proteina
se obtuvo considerando el peso molecular de cada proteina y tomando en —
cuenta un s6lo sitio activo por mola de esteroide unido.

b) Sistemas de desplazamiento. Las muestras de suero fueron
incubadas en tubos de vidrio con hormona radicactiva cuya concentracifn
era de 1 nM con la adicifdn de cantidades crecientes de hormona no ra i -
dioactiva (10"8 a 10"6 M). Paralelamente se realizaron incubaciones con
la hormona radioactiva y la adicién de cantidades equimoleculares a la -

de la hormona no radioactiva de las progestinas sint&ticas. La incuba -
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cifdn tuvo un volumen final de 200 ul con la solucitn TG, se incubs duran-
te dos horas a 4 °C. Al t&mino de la incubacifn se agregaron 800 ul de
la mezcla de DCC, seguida de una inmediata centrifugacién de 2 000 r.p.m.
durante 15 minutos.

Se realizaron incubaciones paralelas para la determinacién de
la unién no especifica. Se determiné el contenido de radiocactividad y -
los resultados fueron graficados como porcentaje de unién de la hormona

radiocactiva contra la concentracién del esteroide inhibidor anadido.

c) Determinacién del mecanismo de Unién del Inhibidro. Las -
muestras de suero se incubaron con hormona radioactiva cuya concentracidn
era de 1 nM, con la adicidn de cantidades crecientes de hormona no ra! -
dioactiva, a una concentracién final del estexoide de 1 a 40 nM, parale-
lamente se realizaron incubaciones similares con la adicién de cantida -

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

La reaccifn se llevd a cabo en un wvolumen final de 200 ul oon
solucién TG durante dos horas a 4 °C. Al finalizar el periodo de incuba
cidn se agregaron 800 ul de la mezcla de DOC, seguida de una centrifuga-
cién inmediata de 2 000 r.p.m. durante 15 minutos.

Se determin® el contenido de radicactividad, asi como la unién
no especifica; los resultados fueron graficados en una forma de doble re

ciproca.

d) Caracteristicas de la Unidén del Inhibidor. Se realizaron
sistemas de saturacién en los que se incubaron cantidades crecientes de
las muestras de suero con hormona radioactiva cuya concentracidn era de
1 nM. Cada uno de estos sistemas fueron incubados con cantidades cre -
cientes de la progestina sisntética cuyas concentraciones fueron desde -
0.2 a 1.0 nM. La reaccidn se llevS a cabo en un volumen final de 200 ul
con solucidn TG durante dos horas a 4 °C. Al término de la incubacidn -
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se agregaron 800 ul de la mezcla de DCC seguida de una inmediata centryi-
fugaci6n a 2 000 r.p.m. durante 15 minutos. Posteriormente se determina
ron los contenidos de radioactividad, como la unidn no especifica para -

cada punto de la curva.

Ios resultados obtenidos se graficaron en una forma de doble -
reciproca. Las pendientes de cada una de las curvas también fueron gra-
ficadas contra cada concentracién presente del inhibidor en la curva co-
rrespondiente [42].

e) Velocidades de Asociacién y Disociaci®n. Para la determi-
nacitn de la velocidad de asociacién se incubaron las muestras de suero
ocon hormona radicactiva cuya concentracifn era de 1 nM, los tiempos de -
incubacitn fueron desde 0 hasta 2 horas a 4 °C.

Al témino de cada incubacitn se agregaron B00 ul de la mezcla
de DCC seguida de una centrifuagacién a 2 000 r.p.m. durante 15 minutos
a 4 °C. Se determiné el contenido de radiocactividad asi como la unifn -
no especifica. Los resultados fueron graficados como porcentaje de unién
de la hormona radiocactiva contra el tiempo de incubacidn.

En la determinacidn de la velocidad de disociacién las mies -
tras fueron incubadas con la hormona radioactiva durante una hora a 4 °C
Al finalizar la incubaciftn, a cada muestra se le adiciond un exceso de -
mil veces mids de hormona no radioactiva, incubdndose a diferentes tiem -
pos, desde 0 a una hora. Después de estas Gltimas incubaciones se les
fue agregando 800 ul de la mezcla de DCC seguida de una inmediata centri
fugacidn a 2 000 r.p.m. durantes 15 minutos a 4 °C.

Se determind el contenido de radiocactividad unida, y los resul
tados fueron graficados como porcentaje de unién de la hormona radioac-—
tiva unida contra el tiempo de incubacién 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 No

retisterona sobre la unién de 5a-dihidrotestosterona radiocac~

tiva (3H.DHT) a suero humano, de ovino v de conejo se muestra

Desplazamientos dosu'DH'r unido 8 GUTE

]

Humano Ovine
Ceneso

V“&M“«WWWW“VN

Porcenta s de Unign ge JNDNV

Concentracion Malar del Esterosce

adadido

Figura 3. Efecto de DHT (EEE), NET (EZZZ&), y MPA(Z—3) sobre
la unidn de 3H.DHT a GUTE.

en la figura 3.

Como se puede observar, los resultados obtenidos -
demuestran que Acetato de Medroxiprogesterona (MPA) no tuvo
ningtn efecto sobre la unién de 3H.DHT a GUTE sérica, sin em

bargo, NET desplazé la radioactividad unida a GUTE del suero
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en las especies estudiadas. Siendo estc degplazamiento de
cerca de un 80 % para el humano y el ovino.

Este mismo ensayo se realizé con las proteinas pu-
rificadas, tanto con GUTE como con PUA (figura 4.), los re -
sultados que se obtuvieron fueron similares a los anteriores
observdndose un mayor efecto de NET sobre la unién de 50-~di-

hidrotestosterona radiocactiva unida a GUTE que a PUA, siendo

3
pesplazamientos de H DHT unido o

GUTE y PUA

1y

10

PUA
0 GUTE u

fentaje de UNion ae HDWT

Poe

Concuniticiun Molue dei Estetesdu dntdido

Figura 4. Efecto de DHT (@€Esg), NET (22H4), y MPA (I—}) sobre

la unidén de 3H.DHT a GUTE y PUA.

nuevamente de un 80 % el efecto para GUTE y de un 5B % para
PUA.

El efecto de ambas progestinas fue valorado tam -
bié&n sobre la unién de cortisol radiocactivo (3H.F) a la glo-
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bulina transportadora de corticoesteroiues 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-

Despidzamiontos de "‘H Corlts 0ol unmido a GYIC

1004

Humang

804

80 4

40

SRR

20

Canejo Rats

Porcentaje de Urnion de :N-lenol

80

404

IR T NN O

=
3
)
)

Figura 5. Efecto de Cortisol (

, NET (@), y MPA €C))

sobre la unidén de 3H.Cortisol a GTC.

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 unidén de DHT a GUTE como puede observarse

en la figura 6 en su gradfica superior, la adicidn de 1 x 10—7
M de NET, produjo un efecto inhibitorio importante sobre la
. by DR TRTER NPT ¥ 1Y |
‘ . /'/
| A c—
] / )
. . /
S » CTYENC A
s &
SN
i
24 .
/
)
o L] 16 24 3', 40 —lv:
8 w0 wm
A
v o]
non LX) o e woan YY) " oy *
I"
Figura 6. Efecto de NET (a-4) y DHT (x - x) sobre la unidn

de 3H.DHT a GUTE humana.

unién de DHT a GUTE, cuando estos resultados fueron analiza-

dos en una grafica de doble reciproca (grdfica inferior), de
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mostraron claramente gue el mecanismo dc inhibicidén de NET co
mo de DHT no radicactiva sobre la unién de DHT radioactiva es

competitiva.

Se obtuvieron resultados similares (figura 7) a los
anteriores para el caso del ovino, NET nuevamente produjo un
efecto inhibitorio significativo sobre la unién de DHT ra -
diocactiva a GUTE de ovino, al ser analizados los resultados -
para este caso en forma de doble reciproca se observé gque NET
también presenta un mecanismo inhibirorio de tipo competitivo

Meran,omo Inhihiturio sobre 1o Unton de DHT 4 GUYE pogr NEL

/

12 64

Unida

[
HE L - 10 B [

z 3
4 e . LYY
) A~
L4
; S .
g a o//./ I “" 74
/é‘
" 40 70 _.; 4:‘ :,, o1 u 61 o Tn l: “ rT
151010 " M Yig
Figura 7. Efecto de NET {(x - x) sobre la unién de 3H.DHT a -

GUTE de ovino.
sobre la unibén de DHT radioactiva a suero de ovino.
En la figura 8 se puede ver los resultados obteni -
dos para el caso de GTC, se decidid utilizar el suero de rata

como origen de esta glicoproteina, ya que en esta especie se
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encuentra ausente GUTE que pudiera intexflerir con los resulta-
dos. En esta figura se puede observar los dos tipos de grafi-
cas utilizadas en el andlisis de este tipo de resultados, los
cuales muestran, la naturaleza competitiva del mecanismo inhi
bitorio de NET sobre la unién de cortisol radicactivo a GTC,
al igual que para GUTE.

Mecamsmo Inhibitoryo de NET sobte ta Union de

Cortisol a GTC

4

10 M Unido
©
Iy

[

Cortisotl
-
L)
,\
"

Q1 o 0.1 02 0.3 o4 0.5

1
’s

Figura 8. Efecto de NET (x - x) sobre la unién de 3H.Corti -

"sol a GTC de rata.

Al graficar las pendientes de las curvas de doble -
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reciproca contra las concentraciones del esteroide inhibidor,
nos da a conocer el mecanismo de uni®tn del inhibidor de la -
proteina sé&rica. En la figura 9 se muestra el estudio hecho
en suero humano con DHT radioactiva, utilizando DHT sin mar -
car como inhibidor, la grdfica de la izquierda se muestran -
las curvas de doble reciproca donde se observa el mecanismo -

de unidn de DHT radicactiva.

Al graficar las pendientes de estas curvas contra
las concentraciones crecientes de DHT no radioactiva, se ob -

serva claramente la proyeccidén de una linea recta, lo gue nos

—

Mecanismo de Unlon de DHT » GUTE en Suero Humano
244
204 1004
804

164

124 604

Pendientes de ias Curvas Lineweaver - Burk
L]

& , 404
L)
44 204
—
. . . .
o1 =} ot 0.2 0.3 0.4 0.5 0 2 4 6 8

9
'/p de suero = 10 Concentracion del Inhibidor = 10 M

Figura 9. Accidn de DHT sobre el sitio activo de GUTE.

sugiere una unién directa al sitio de unitn de GUTE, lo gue -
era de esperarse para este caso ya que tanto el esteroide ra-
diocactivo como el no radicactivo, es el mismo por el que GUTE
tiene una alta afinidad. Cuando se utilizé a NET como este -

roide inhibidor; los resultados fueron similares (figura 10)
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que con DHT, resultando una unidrn de NET 4l sitio de unisn de =~~~

GUTE en el humano.

De manera comparativa se realizaron los mismos estu-~
el ovino, al observar los resultados graficados en las

dios en
figuras 11 vy 12 se obtienen resultados similares a los de hu -
mano en GUTE de ovino, NET se unid nuevamente en esta especie

al sitio de unién de GUTE.

resultados el paso a seguir fue la de -
de NET radioac¢tiva al suero humano y de

-

Con estos

caracterizar la unidn

Mecanismo de UniGn de NET & GUTE humang

Pendientes de 1as Curyas Lineweaver  Burk

2 H 4 M T
4 L] [] 10 2 M

Concentracion d4) Inhibidor « 10 °M

Figura 10. Accidon de NET sobre el sitio activo de GUTE.

otras especies animales.

Al comparar los efectos del pH sobre la unién de -
DHT radioactiva al igual que de NET radioactiva al suero huma
no (figura 13), los resultados fueron parecidos, a pesar de -

gque la unidn especifica de DHT radicactiva es mayor que la de

NET radioactiva al suero, en cuanto al pH presentan ambos es-
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teroides radioactivos una méxima unifn a pH neutros que a &ci-

dos u alcalinos.

La figura 14 muestra la unibn especifica de NET ra -
diocactiva a diferentes cantidades de suero a mujeres normales.
La unidn total del esteroide utilizando cantidades méximas de
suero en nuestro ensayo fue del 30 por ciento obtenié&ndose -
porcentajes de unién més elevados con suero de otras especies,

como la d=1 ovino (borrego).

Mecanismo ds Usion de DHT & BUTE de oving Hecanismo de Union de HET & GUTE o
® Ovine

yd .

L]
124

s
s

Ld
ias Curves Linewedsver Surk
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Pendientss da Isx Curvaes Linswenver- Burk

M v

2 . v v v v r . -
s 8 ] 2 o 2 4 [ [ w0 2

s
Concentracion cei Iahthidor + 10° W Concentiacicn del Inhibidor « 10" %

Figuras 11 y 12. Accidén de DHT (izquierda) y NET (derecha) -

sobre el sitio activo de GUTE.

La especificidad de unidén de NET al suero se valord
con la adicibn al sistema de incubacidn de concentraciones cre

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

En esta figura se muestran los resultados obtenidos,
a la derecha de la figura puede observarse que la adicidn de

cantidades crecientes de Noretisterona no radiocactiva produce
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una curva dosis respuesta generada por un fenémeno competiti-

Unian d03H~DHT y 3H~NET a suero hymano
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Figura 13. Efecto del pH sobre la unidn de DHT y NET a GUTE

de suero humano.

vo entre el esteroide radiocactivo y el no marcado. Las cons-~
tantes de afinidad de NET al suero del humanoc se encuentran -
representadas a la izquierda de la figura. La constante de -
disociacion del suero por Nl ftue de Ll.3b X 10—8 M indicando
gque la afinidad del suero por esta progestina en el humano,

es menor que la observada para los esteroides naturales.

I.a unidn de NET radiocactiva fue tambié&n valorada -
en una preparacibén parcialmente purificada de GUTE de suero -

humano, y comparando estos resultados con la unidén obtenida

en el suero normal (figura 16).

Cuando concentraciones equimoleculares de GUTE par=-

cialmente purificada, y en suero, fueron incubadas con concen
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traciones a saturacibn de NET radioacti-va, se obtuvieron los

Uniun dv "HNET & susro de Humano y Hutrugy
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o 20 40 60 80 100 180 7200
Ml de Syeto
Figura 14. Unién especffica de Noretisterona radiocactiva a -

suero de ovino y humano.

siguientes resultados: como puede observarse, solamente el -
40 por ciento de la radioactividad unida al suero de mujgres
normales parece corresponder a GUTE, estando el 60 por c¢lento
restante unido a otro tipo de proteinas como albGmina y GTC.

El efecto de cortisol, NET y DHT sobre la unién 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 radicactiva unida al suero humano
en presencia de DHT no radicactiva confirmando asi su mayor -
unién a GUTE que a GTC o albimina.

42



Union de Noretisterogna-a2 Suero
\ . 1
0.54 \, o OOT
[
a7 e 108w : w
0.44 Ka -3 . 2 804 o
16w F
K 7.29 o
(17 bl d d
L o
0 34 c 60.]
O
\ : \
o
\ .
024 ° [ "4044
\ ° \
. " -\.
v —
® -
0.1 I3 20+
®
L
w
=]
[
v il Al Ld A
o 2 4 o a4 8 10
.12
esteroide unido NEY afadida (1= 10 M)
K]
110 M
J

Figura 15. Especificidad de Unidén de 3

H.NET a suero humano.

Las caracteristicas de unidén de NET radiocactiva se
estudiaron tanto el ovino como en el humano. En la figura 18
se muestran las velocidades de asociacién y disociacidén 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 1la
unidn a 4 °C de NET y DHT radioactivas a diferentes tiempos -
de incubacidén. Los resultados demuestran gue NET y DHT tie -
nen una velocidad de asociacidn similar, obteniéndose valores

de 4.86 y 4.67 x 107 M_l m—1 para DHT y NET respectivamente -

en el humano, y de 3.95 y 5.3 x 107 M_l m_l para DHT y NET -
respectivamente en el ovino. Resultados simildres se obtuvie
ron cuando se estudi® la velocidad de disociacidén (graficas -

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 filtimo la afinidad de Noretisterona al suero -
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Figura 16. Unidn de 34 NET al suero de Mujer Normal y a GUTE.

tanto del humano como del ovino, fue comparada a la de los -
andrbgenos naturales, utilizando DHT radiocactiva como ligando.

En las figquras 20 y 21 se muestran los resultados -
obtenidos derivados de gradficas de Scatchard generadas con -

DHT y NET tanto en el humano como en el ovino.
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sobre la unidn de 3H.NET a suero humano.
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dos a suero de ovino.
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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, asi como a GUTE purifi

cada de suero humano y PUA de epididimos de ratas.

L.os resultados obtenidos en este estudio demostra -
ron la unibén in vitro de Noretisterona con las globulina trans
portadora de testosterona y estradiol (GUTE), asi como con la
globulina transportadora de corticoesteroides (GTC). Para el
Acetato de Medroxiprogesterona no fue obtenida unién a ningu-
na de las dos globulinas, en la actualidad otros investigado-
res como Pugeat [36-38], han demostrado que su mixima unibn -
es a albtmina.

Estos hallazgos dieron la evidencia de la interac -
cibn directa de Noretisterona con el sitio de unién de GUTE
y GTC, respectivamente. Por lo gue se decidié estudiar el me
canismo de inhibicién o desplazamiento sobre la unién de DHT
y Cortisol a sus respectivas proteinas transportadoras en pre
sencia de Noretisterona.

En el rresente trabajo se han demostrado los resul-
tados en los cuales se observa claramente un mecanismo inhibi
torio competitivo de noretisterona sobre la unidén de 5a-dihi-
drotestosterona y Cortisol a sus respectivas proteinas unido-
ras, adem8s de demostrarse gue esta competencia guarda una re
laci6n directamente proporcional entre la concentracién de no

restisterona y el grado de inhibicidén producido.’

Las condiciones de pH para obtener la mixima unidn
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de 5 a-dihidrotestosterona y noretisterona a globulinas séri
cas fue igual, demostr&ndose gue cambios ocurridos en la es-
tructura tridimensional de las proteinas al variar el pH afec
tan de la misma manera la unién 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 albfimina, siendo entoncgg GUTE el principal transporfg

dor de noretisterona en la corriente sanguinea.

Se observé y confirmbé la similitud en las velocida
des de disociacifn y asociacién entre S5a-dihidrotestosterona
y noretisterona unidas a suero y a otras especies, sin embar
go, sus caracteristicas fisico-quimicas nos representan una
afinidad de las globulinas transportadoras por esta progesti
na, como en otras especies en las que fue estudiada su uniébn,

al igual gue por las hormonas sexuales end&égenas.

La diferencia en porcentaje de unidn de noretiste-
rona a suero humano y el de otras especies como el caso del
ovino, se considera se debe a una velocidad de metabolizacidn
mayor de noretisterona que de los esteroides endbgenos, ade-
mds de la existencia de una diferencia dé concentracidén de -
GUTE en el humano (3.6 ug/ml) con respecto al ovino (5.6 ug/
ml), ya que las constantes fisico-guimicas de la unién 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 gue
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noretisterona, por virtud de su afinidad de unién a GUTE, -
pueda jugar un papel sustantivo en la modificaci6én del trans
porte de las hormonas sexuales endSgenas. Consecuentemente,
en la mujer normal la presencia de niveles circulantes de no
retisterona; con la administracidén de cantidades farmacolsgi
cas, en anticonceptivos orales o inyectables en cuya composi
cibfn se encuentra presente noretisterona, pueden dar niveles
suficientes de esta progestina para desplazar cantidades sig
nificativas de dihidrotestosterona, testosterona y estradiol
de GUTE y cortisol de GTC.

En este contexto la noretisterona es un compuesto
gue tiene una actividad como anticonceptivo muy importante -
y desde hace varios anos, pero puede ejercer efectos fisiols
gicos significativos a través de la modificacién del traspox

te de las hormonas sexuales endd&genas.
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VI. CONCLUSIONES

L.as 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 unién de é&s
tas a proteinas plasmaticas.

Se demostrd que Noretisterona es transportada
unida tanto a la fraccién de globulinas, prin
cipalmente a GUTE, asi como en menor propor -
cibn a GTC.

Que la unib6n de Noretisterona se lleva a cabo

directamente al sitio de unién de GUTE; exis~
tiendo una competencia entre las hormonas se-

xuales endbgenas y de Noretisterona por éste.

Estos datos también sugieren que la interac -
cién de fAarmacos con globulinas trasnportado-
ras pudieran afectar in vivo la relacién uni-

do~libre de los esteroides end&genos.

De esta manera se explicaria, tanto sus meca-
nismos de accidén como los efectos tdxicos se-
cundarios atribuibles a la administraci6bn de

los mismos.
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