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I. RESUMEN

Concientes de la necesidad de desarrollar mds y mejores métodos anticonceptivos que
permitan controlar el crecimiento poblacional, se diseiié el presente estudio para evaluar
principalmente, la potencia antigonadotrépica de dos derivados reducidos de noretisterona
(NET): el 5a-NETy el 38,5a-NET, los cuales pudieran ser empleados en nuevas formulaciones

anticonceptivas a dosis menores que las usualmente aplicadas de NET.

La NET es una de lus progestinas sintéticas mds ampliamente wiilizadas como
anticonceptivo a pesar de los efectos indeseables que se sabe provoca su emplea, ya sea en
Jormudaciones orales o inyectables; efecios que pensamos son resultado de su metabolismo. Es
por esto gue nos parecié imporntante estudiar la potencia progestacional de los derivados

reducidos de NET y el mecanismo por el cual estos ejercen su actividad bioldgica.

El modelo de la rata castrada fue muy il para evaluar el mecanismo y la potencia
inhibitoria de gonadotropinas hipofisiarias de los mewabolitos de NET; dado que presenta
niveles elevados de LH y FSH, asi como ausencia de receptores para progesterona, condicion
bajo la cual la inhibicién de gonadotropinas se realizaria via receptores para estrégenos o
receptores para androgenos. Ambos derivados fueron activos en este modelo, y por ello se
afiadié al disefio experimental de manera separada, un antiestrégeno {acetato de ciproterona)

o un antiandrégeno (tamoxifen), para poder discriminar el derivado y el receptor activos en



cada caso. De esta manera se encontré que el derivado Sa-NET es un potente inhibidor de
gonadotropinus, principalmente de LH, a traves de su union con el receptor de andrégenos y
el derivado 30,5e-NET mostré actividad amtigonadotrépica via unidn con el receptor para

estrégenos.

Basados en que el metabolito reducido 5a-NET es suceptible de posterior reduccion a
derivados 3a,5a y 38,5z, planteantos como mejor alternativa ol empleo del derivado tetraliidro
reducido 3f,5a-NET en nuevas formulaciones amiconceptivas, el cual al ser administrado o
dosis sensiblemente menores que NET pudiera tener menores efectos indeseables con similar

capacidad anticonceptiva.



1. INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES GENERALES:

En el wio de 1859, se dié un fenémeno imponante en la historia de la lunanidad,
aunque no fue aprecindo immediatamente: por primera vez en millones de afios la poblacién
global sumd mil millones. Tomé entonces solo 80 avios alcanzar el segundo millar de millones
en 1930 y unos 30 arios mds tarde, en 1961 se llegd a tres mil mitlones. Posterionnente bastaron
tinicamente 15 arios para que sumaran cuara mil mitlones y se necesitaron de 11 a 12 aios
para llegar a los cinco mil millones, en 1987, Dia con dia la poblacién mundial se incrementa
en unos 175,000 seres manos y, de acuerdo con las actuales proyecciones, puede alcanzar
los ocho nul millones en algiin momento entre ¢l aito 2020 y el 2030. México ha sido anfitrién
de importantes Conferencios Internactonales sobre Poblacion, y de ellas surgieron declaraciones,
comio la de la Conferencia de Cocoyoc en 1974, la cual decia: "Los proximos 30 ailes tracrdn
una duplicacién de la poblacién mundial; otro mundo encima de éste, igual en niimero,
demandas y esperanzas”. En 1984 durante la Segunda Conferencia de Poblacién Mundial,
dentro del Plan de Accidn se declard: “Se exhorta a fos Golriernos y Agencias Donantes a que
brinden mayores recursos o la investigacion  biomédica en tecnologin  anticonceptiva,
encaminada tanto a la seguridad como a la eficiencia de los métados anticonceptivos existentes

asi como al desarrollo de nuevos métodos” (1).



Hace 20 anos los gobieros de siete puises establecieron Programas de Planificacion

Familiar, mientras que hoy en dia, mds de 120 gobiernos apovan tales programas directa o

indirectamente. Sin embargo, es iguabnente cierto que de wn total de 600 mitlones de parejas

en edad reproductiva que habitan en paises en vias de desarrollo, aproximadamcente 500

millones no estan utilizando métodos adecuados para la regulacion de la fertilidad (1). El

siguiente cuadro muestra datos mundiales acerca del empléo de los métodos anticonceptivos.

Estimaciones Mundiales del empleo de Metodos
pura la Regulacion de la - Ferilidad
(modificada: de OMS 1978 y uctualizada 1987)

METODO

MILLONES DE
USUARIAS

Coito interrumpido

Métodos naturales (ritmo)

Lactancia prolongada

Métodos de barrera (conddn, diafragia)
Dispositivos intrawerings (DiUs)
Anticonceptivos hormonales
Esterilizacion (en ef varon y ¢n la mujer)
Aborto

Los anticonceptivos de accion prolongada, ya sean pildoras mensuales, inyectables

mensuales, bi o trimestrales, implantes subdénmicos, sistemas intrauterinos o intracervicales,

pertenecen a la clase de anticonceptivos esteroides (). Los esteroides son compuestos que

contienen el sistema de antllo ciclopentanoperhidro-fenantreno y dificren unos de otros por la

introduccion de dobles enlaces entre ciertos pares de diomos de carbono, por la entredla de



de substituyentes en vez de dtomos de hidrogeno o por la adicion de un tipo especifico de
cadena lateral; en base a esto los esteroides se clasifican como derivados de cientos
hidrocarburos: Cy estrano, Cy androstano, Cyy pregnane (2); de estos derivados los mds
empleados como amticonceptivos esieroides sintdticos son las progestinas que derivan de la
molécula de 17«-OH progesterona (acetato de medroxiprogesterona (MPA), acetato de
clonnadinona) de la serie Cyy y aquellas que derivan de la 19-nor-testosterona (noretisterona

(NET) , noretinodrel, levonorgestrel) de la serie Cy,

Ciclopentanoperiidrofenanireno
miiclea bdsico de los esteroides, i

En la biisqueda de formulaciones anticonceptivas mds eficaces y de menos efectos
colaterales se ha trabajado desarrollando compuestos de formula similar a la progesterona, la
cual desde que fue purificada en 1934 por Buternandt y Wesiphal, abric una gran linea de
investigacion  sobre la inhibicion de la ovdacién. Desde emtonces se demostrd que la
progesterona de manera natural es capaz de infiibir los niveles de gonadotropinas hipofisiarias
inhibiendo asi la oveducion, pero por su rapida degradacién por via oral, no ha sido posible

emplearla cono anticonceptivo.

La progesterona al ignal que los estrégenos juegan wa papel importante dentro del

sistema regulador denominado efe hipotidlamo-hipéfisis-ovario (figura 1).
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Los niveles de progesterena y estrdgenos en mamiferos hembra son regulados por un
complejo sistema de retroalimentacion denominado eje hipotdlamo-hipofisis-ovario (figura 1),
en el cual juega un papel fundamenal la hipdfisis anterior que a su ve: estd conecrada con el
hipotdiamo por medio de un sistema de vasos sunguineos. En las terminaciones nerviosas del
hipotdlamo el péptido liberador de gonadotropinas (LHRH), se encuentra deniro de grdmudos,
en los cuales su liberacion es regulada por efectos estinndantorios o inhibitorios de los esteroides
sexuales, principalmente la progesterona  y de diversos newrotransmisores (3), por un
mecanistme que parece no estar mediado via receptores. Las células neniosas del hipotdlamo
al ser estimudadas, descargan el péptido liberador hipotaddmico. ¢l cual entra por los vasos
sanguineos y se unce al receptor de las céludus de la hipdfisis anterior, estos receplores estdn
ubicados en la membrana plasmdtica de las células de le hipifists y ejercen sie efecto a traves
de sefiales 0 segundos mensajeros;  la activacton se inicia con la wnion de fa honnona a su
receptor especifico, produciendo nuevas seidales o segundos mensajeros intracelidures que van
a ejercer su efecto a nivel citosolico o nuclear. La respuesta celular que induce la unién
homonaprotéica-receptor es mediada por AMP ciclico de manera diferente en cada éryano
blanco. Bajo el estinudo de las hormonas protdicas los niveles de AMP ciclico cambian hasta
5 veces en segundos y estos cambios desencadenan una serie de reacciones especificas
dependiendo de ln hormona y del tipo de célula blanco. En el caso especifico de la LHRH, esta
da como resultado la liberacian de lu hornnona foliculo estimulante (FSH). Gracias a la FSH,
la cual eferce su efecto via receprores especificos membranales, el foliculo crece en tamaijo y
ntimero de células. Las células folicudares secretan estrdgenos que estimulan el crecimiento de

la pared uterina y sus glindulas, preparandose para la implantacion del embrion, si el 6wlo



es fertilizado. Los estrogenos tnnbién actiian en ol hipotddumo y en la hipofisis: el mecanismo
por el cual las hormonas esteroides ejercen sus efectos en la hipofisis es mediado via receptores,
por un mecanismo que se realiza a nivel gendmico. Los receptores para homonas esteroides
presentan gran similited y estin constituidos por cudenas polipeptidicas de aproximedamente
SO0 anino deidos distribuidos en trex dominios distintos: el dominio carboxilo terminal, al cual
se une la honnona: el dominio intermedio, al cual se une el DNA y el dominio aminoterminal
que activa la transcripcion de genes. Algunos receptores para hormaonas esicroides estdn
localizados en cilosol cuundo se encucntran inactives, mientras que otros estdn localizados
principalmente en el nidcleo; en cualquicr caso la union de ta hormona esteroide con el receptor
incrementa la afinidad de este par el DN, permiticndo que éste se una de manera especifica
a secuencias de nucledtidos, o cuel ocusiona que se active o que en algunos casos se suprima
la transcripcion de genes que cada hormona especifica reguta; es asi como los esirgenos
actiian en la hipofisis reduciendo la secrecidn de FSH, la cual a su ver provuca una
disminucion en los niveles de estragenos por un mecanismo de retroglimentacion negativa.
Cuando el folieulo madura los niveles de FSH dismimgyen y el hipotdlame también por
mecanispio de retroalimentacion negativa libera la homona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRH), la cual hace que la hipifisis anterior secrete la honnona huteinizante
(LH). La LH completa la maduracion del foliculo y el évulo, el foliculo maduro libera al
ovitlo denaro del oviducto en donde s transformado por una glindula endderina temporal, el
cuerpo liteo. Bajo la comtinua estimeluciin de L, el cucrpo hiteo secreta progesierona. La
pragesterona actua induciendo el crecimionto de la pared wterina prepardandose para recibir al

embrion, En ausencia de fertilizacion del dvulo y emburazo, el cucrpo hiteo se degenera. Como



resultado de la disminucidn de los niveles circulantes de estrogenos y progesterona se produce

degeneracion de la pared uterina y se inicia la menstruacidn (4,5).

Los resultados obtenidos en la claboracién de progestinas sintéticas, han permitido
conocer que pequenas modificaciones en el anillo hisico de la progesterona, puede dar come
resultado un aumento importante en la potencia anticonceptiva asi como diversas actividades
tales como efecto androgénico, sinandrogénico, anttandrogénico, etc. (6), debiéndose realizar
por esta razon, estudios rigurosos que nos indiquen la dosis adecnada a la que deberd
administrarse un compuesto para obtencr el efecto anticonceptivo deseado (7,8).
figura 2. Estructura quimica de los anticonceptivos

estereidales mds comunmente empleados.
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2. LA NORETISTERONA:

2.1 Antecendentes de NET:

Una de las progestinas sintéticas que se usan cotidinnamente en la clinica es un
derivado quimico de ta 19-nontestosterona, la I7a-ctinil-17f-hidroxi-4-estren-3-ona 6
noretisterona (NET), Ia cual fue simietizada en México por Djerassi, Miramontes y Rosenkranz

en 1957 (9).

Las primeras evaluaciones de la noretisierona en animales (1954), mostraron que era
un progestdageno con alta capacidad de inhibir ta ovuluacion (10). Posteriormente (Henz y cals.
1954, Jadryevic y cols. 1956, Pincusy cols. 1956, Saunders y cols. 1956) realizaron estudios para
confinnar la potencia de NET y su empleo en el tratamiento de descrdenes menstruales y
problemas de fertifided (17). Esuudios clinicos con NET mostraron que ésta era capaz de
provocar una inhibicion efectiva de la ovulacion y era un regulador confiable de la
meunstruacion. Fstos trabajos sinvicron de base para proponer a la NET como una altemativa
viable para ser emipleadu como anticonceptive. En estos primeros estudios se ohsernva también
que la NET presentaba una ligera actividad estrogénica, efecto que se asocié entonces a que
las prepuraciones estuban contaminadas con pequerias caniidades de esirégeno activo. El
metabolismo de NET en ia mujer fue estudiado hacia 1968, analizando la excrecion de NET

tritiado en plasma y orina (12).

12



La NET es usada actuaimente en muy diversus fonmulaciones y combinaciones con
estrogenos. Deniro de los nombre comerciales de presentaciones orales tenemos el Anovilar 21
(1 mg NET + 0.05 ing estrégeno), Norace-1 (Img NET + 0.02 mg estrdgeno), Ortho-Novum
(0.5 mg NET + 0.1 mg cstrogeno), etc. Su formulacion anticonceptiva inyectable como
enantato de noretisterona (en-NET) es usada por un millén de mujercs en cuarenta diferentes

paises (1),

En las investigaciones ucercu de los efectos de NET, se ha encontrade que ademds de
su efecto progestacional (13) exiiibe otros efectos tales como: actividad estrogénica, androgénica
¥ antiliormonal (14,15,16,17). Se han planteado diferentes hipdtesis para explicar sus efectos,
sfernrdo una de fas mds relevantes la que ofrece una explicacién a través de su blotransformacién
a mietaholitos reducidos en el anillo o, principalinente los derivados Sa-NET, 3a,52-NET y
3p,5¢-NET.

22 Propiedades Msico-quimicas de Ia NET:

oH
Formula desarrollada (18): Gl LmescH

Noretisterona

13



Famuida condensada (18): Cyy 11, Oy

Peso molecular (18): 298.42 g/mol.

Punto fusion (18): Entre 220°C y 208°C.

Solubilidad (18): Pricticamente insoluble en aguy, soluble I: 150 de alcohol, 1: 90
de acetona, 1: 30 de cloroformao, 1: 5 de piridina, soluble en

dioxano y ligeramente soluble it cter.

2.3 Efecto antigonadotrépico de NE'T:

Comao indice de actividad progestacional se analizé la potencia antigonadotrépica de
NET en ¢l humano (19,20). Para realizar este andlisiy en condiciones fisiologicas que pusieran
de manifiesto claramente la actividad de NET se eligié como modelo a la mujer post-
menopaiisica, daudo que presenta niveles persistentemente  elevados de  gonadotropinas
hipofisiarias (LH y FSH). Empleando en-NET y progesterona natral se demostré que NET
ejerce una actividad antigonadotrdpica en la mujer post-menopatisica no  tratada con
estrogenaes, sistema en of cual la progesterona natural fue incapaz de ejercer este cfecto, pues
necesite la presencia de su receptor especifico, cuya sintesis es regulada directamente por
estrogeno (21,22), indicando que la capacidad antigonadotropica de NET  se realiza por un

mecanismo de accion diferente al de la progestcrona natural,



La capacidad antigonadotrépica de NET podria haberse explicado por su potencia
estropénica o por su interaccion con el receptor de andrdgenos. Para saber si el efecto de NET
se reqliza via receptor de andrégenos s¢ incluyé en el estudio otro modelo, el cual estuvo
constituido por individuos con pseudohermafroditismo musculino y deficiencia heredada de
receptor para andrégenos , estos pucientes también presentan niveles elevados de LH y FSH
as{ como ausencia de receptores de progesterona estrogeno dependicntes. Los resultados
obtenidos indicaron que el efecto antigonadotropico de NET no es mediado via receptor de
anedrogenos, dado que en ausencia del receptor espectfico, la NET fue capaz de dar un efecto

antigonadotripico.

2.4 Mccanismo de traasporte de NET:

El mecanismo de transpone para esta progesting ha sido investigado en el humano y
en diferentes especies de mamfiferos (rata, conejo y bovinos) (23) a través de estudios de
desplazamiento, en los cuales se valord la capacidad de NET para desplazar dihidrotestosterona
(DHT) y cortisol de sus respectivas globulinas transportadoras SHBG y CBG. Estos datos
demostraron la capacidad de NET de imteractuar con ambas proteinas plasmdiicas

transportadoras de esteroides sexuales,



2.5 Efcete de NET sohre 1a unidad hipotilamo-hipéfisis:

Con objeto de clarificar la actividad estrogénica de NET se ha investigudo  su efecto
en la unidad hipotdlamo-hipdfisis (24) evaluando I translocacion del receptor de estrégeno al
niicleo, encontrdndose que el receptor citosélico de estradiol es translocado al micleo de las
células hipofisiarias después de fa administracion crénica in_vivo de NET a ratas hembras
castradas. En pruebas de desplazamiento se encontré que la NET fue incapaz de desplazar
estradiol tritiado de los receptores nucleares. La translocacion del receptor de estrdgenos se vio
acompanada por la inhibicion de hormona luteinizante corrobordndose nuevamente ln

capacidad antigonadotrépica de esta progestina.

2.6  Efecto tipo estrégeno de NET:

En base a estudios realizados en ratas castradas se ha informado el efecto tipo estrégeno
de NET (25),en estos se inyectd tanto NET como 178-estradiol para evaluar la respuesta sobre
gonadotropinas hipofisiarias posterior a un pulso de LHRH, se encontré asi, que el efecio
inhibitorio sobre la actividad de la hormona hipotaldmica, LHRH fue similar con la
administracion de NET y 17f-estradiol, mostrando de esta manera aue la molécula de NET
posce un efecto tipo estrogeno, el cual posteriormente se explicard como efecto del metabolismo

de esta progestina.

16



2.7 Metabolismo in vitro de NET:

A través de estudios bicquimicos se ha establecido que la NET se metaboliza in vitre
como ji vivo a nivel de drganos blanco {26} produciendo compuestos reducidos en el anillo A,
los cuales se han identificado en suero y orina de mujeres bajo tratamiento con NET (27).
Estos datos indican la presencia de enziimas capaces de transformar la NET a otros metabolitos
estnicturalmente diferentes, esto aunade a los hallazgos reportados acerca de sus diversas
actividades nos permite deducir que el metabolismo de las progestinas sintéticas y las
interacciones de estos productos de bio-conversion con los receptores putativos a esteroides

dentro de las células blanco pucde modular y dirigir la expresion de sus actividades bioldgicas.
2.8  Interaccién de NET con receptores citoplasmticos:

Para ejercer su efecto a nivel de los érganos blunco, lus hormonas esteroides necesitan
de la presencia de receptores intracelulares que permiten la interaccién de la hormona con el

genoma celular (28).

Lag investigaciones realizadas empleando los derivados de NET, han aportado nueva
luz sobre el mecanismo de accién de las progestinas. En arios recientes se informé la

interaccién de NET y sus metabolitos Se-NET, 3a,5x-NET y 3f,5a-NET con receptores



citoplasmdricos en drgunos blanco (29). Los resultados obtenidos con estos cstudios de

desplazamiento de los receptores para hormonas esteroides, demostraron que la potencia

competitiva de NET y sus derivados por sitios de union a receptores citoplasmiticos de

hormonas esteroides, fue diferente no sélo para cada recepror sino también para cuda

compuesto en panticular, la siguiente tabla muestra lu afinidad de union relativa (RBA) entre

cada esteroide los receptores,

Afinidad de Unién Relativa

Receprores de Receptores de

Esteroide
Progesterona Andrigenos

NET 1.2 8.1
Sa-NET 48 LS
3a,5a-NET < 0.1 < 0.1
3f,5¢-NET < 0.1 < 0.1
3a,38-NET < 0.1 < 01
Progesterona 26 nd
ORG-2058 100 nd
Sa-DHT ned 172
R-1881 nd 100
178-Estradiof nd nd

Receprores de
EStrogenos

Estos daros muestran una conducta por pante de NET similar a lo que sucede con el

andrégeno natural, La testosterona, para fa cual una reduccion en posicién Sa provoca un

aumento en la constante de afinidad por el receptor para andrégenos y su posterior reduccién

en posicion 3a,5a v 3f.5a du como resultado dos metabolitos, el 3a,5a-androstandiol que no

tiene aftnidud por el receptor para andrdgenos y presenta poca afinidad por el receptor para

estrogenos, y ¢l derivado 3p,5a-androstandiol que no tiene afinidad por el receptor para

andrégenos pero que presenta gran afinidad por el receptor para estrigenos (30).
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2.9 Actividad estrogénica de derivados de NET:

La transformacién de NET a sus derivados neutros tetrahidros reducidos en el anillo A
(3a,5a-NET y 38,5a-NET) y su interaccion con el receptor de estrogenos, fue un hallazgo
importante que condujo a la realizacion de nucvos estudios. La posible actividad estrogénica
de los derivados 3a,5a-NET y 38.5¢-NET se estudic valorando su capacidad de inducir
receptores de progesterona estrogeno dependicntes (31,32,21), empleando como modelo
experimental a lu rata ovariectomizada. Los resultados obtenidos demostraron que la
administracion de 30,5a-NET indwjo la sintesis de receptares de progesterona estrégeno
dependientes en la hipéfisis anterior de la rata. Los receptores para progesterona inducidos por
30,5a-NET mostraron propiedades fisico-quamices y de unidn similures « las presentadas por
los receptores inducidos por estradiol. Por su parte ¢l derivado 3a,5a-NET presentd un efecto
antagdnica con respecto a su alcohol isémero 3p. De esta manera se demostrd que el derivade
teirahidro reducido 38,5a de NET, que no posce anillo fendlico en su estructura, es capaz de

inducir respuesta tipicamente estrogénica via receptor para estrégenos.

La actividad estrogénica del 38,5a-NET también ha sido confinnada al demostrar que es
capuz de adelantar la pubertad wedida como la aperura vaginal y ciclicidad reproductiva en

ratas, de la misma manera que lo hace el estradiol (E,) (33).



II. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Siendo la planificacion faomiliar un tema de actualidad en los paises subdesarrolludos 6 en
vias de desarrolle como México (1,34), la investigacion anticonceptiva adquiere particular
relevancia. Por ello en ¢l presente trahajo se pretende evaluar la potencia untigonadotropica de
los derivados de wna progestina sintética ya conacida, la NET, la cual se ha empleado como

anticonceptivo por muis de 30 aios.

Los derivados de NET reducidos en el anillo A, 5a-NET, 3a,5a-NETy 3f,5a-NET pudieran
ser empleados también como anticonceptivos, pero para ello delerd probarse ampliamente su

actividad progestacional y /o antigonadotrépica ol igual que la ausencia de efectos indeseables.

Teniendo como base los estudios efectuados por varios grupos de trabajo respecto a NET,
en los que se ha investigado la capacidad de esta progesting de inhibir gonadotropinas
(19,20,25), su mecanisima de transporte ¢ interaccién con ks proteinus transportadoras de
homionas esteroides (23,35}, asi como st metabolisme (27,33), y la unién de NET y sus
derivados a receptores citoplasmdticos (29). Se plantwd como hipitesis del presente trabajo la
siguiente: Una reduccion en la posicion Sa de la molécada de NET (derivado de la 19-
Nortestosterona}, auamentaria su potencia antigonadotrépica de manera andloga a lo que sucede
con un esteroide natural come la testosterona, en donee una reduccion en la posicion Sa
provoca un aumento en la potencia de la moléculu e incrementa su capacidad de union al

receptor de andrégeno (36,37,38,39,40).

20



Con respecto a los derivados 3a,5a-NET y 3f,52-NET, de los cuales se ha reportado su
imteraccién con ¢l receptor de estrogenos (29), podriamos suponer que si existe actividad
antigonadotrdpica serd via receptor de estrdgenos, coma sucede de manera natural con el

estradiol.

El empleo de un tratamiento previo con amiondrigeno (acetato de ciproterona) 'y
anitiestrogeno (tamoxifen) podria ayudarnos a dilucidary clarificar el mecanismo de accién por
el cual estos derivados reducidas Sa NET y 3,5a NET, prudicran cjercer una inhibicion de los

niveles de gonadotropinas hipofisiarias (41).

El modelo de la rata adulta casirada, seleccionado para este trabajo, parcce ser prdciico y
accestble pura realizar nuesiro ostudio, no solamente por presentar niveles elevados de
gonadotropinas, sino también por presentar ausencia de receptores para progesterona estrigeno

inducibles (19).

En base a lo antes mencionado, el presente estudio tuvo como objetive: ™ Evaluar la potencia
inhibitoria de ganadotropinas  hipofisiarias  (honmona  fweinizante v hormona  foliculo
estinuelante), efercidu por la noretisicrona (NET) y sus derivados reducidos en el anillo A, Se-

NET, 30,5a-NET y 3a,5«-NET en la rata’.
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IV, MATERIAL YV METODOS

1. REACTIVOS.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Compuny (St Lowis, MO.):
Sephadex G-100-120 (G100-120), Fosfato de Sodio Monohdsico Anhidro (8-0751),
Fosfato de Sodio Dihdsico Anhidro (5-0876), Cloruro de Sodio (5-9625), Azida de Sodio
(S-2002), gamma-globuling (G-0261), Alhumina (A-8022), Gelatina (G-9382), Timerosal
(T-5125), Aceite de Maiz (C-8267), EDTA (ED235), Cloramina T (C-9887), Bisulfiro de

Sodio (S-9000)

Tamoxifen (TAM), (Trans-(1-P-f-dimetifamino ctoxifenit)- 1, 2-difenithutil-1-ona), fue

obtenido de himperial Cliemicad Industries, Macclesfield, Cheshire, Inglaterra,

Acetatode Ciproterona (AcCYP), C1, 2a-metileno-6-cloro-3, 20 «dioxo-4,6-pregnandieno-

17a-il-acetato, fue donado por Shering Mexicana, México.

La Noretisterona (NET), (I7a-ctinilo-17f1-hidroxi-3-estreno-3-ong, cort una pureza nmayor

al 98%¢), fue donada por Shering Mexicana, México.



LS  La preparacién de Sa-NET se cfectud a partir de NET con un alto grado de pureza. La

reduccién de NET se logra por medio de la reaccion de litio en amoniaco liquido; sin
embargo se obtiene siempre como sub-producto el compuesto de reduccion de ta triple
ligadura en C-17. Con el propésito de minimizar la formacion de este contaminante,
Bowersy Cols. (42) utilizaron una mezcla de tetrahidro furanc-tolueno como co-solvente
en la reaccién de litio-amoniuco liquido y obnwieron una contmninacion del 105t.
Durante el curso de este estudio, se imvestigd en detalle esta reaccion, encontrdndose que
diversos factores pueden afectar la formacion del comtaminante. Entre éstos se incluyen
la velocidad de adicion de litio a la mezcla de solvente, el secado del amoniaco liquido,
el exceso de litio wilizado y el tiempo de reaccion. Optimizando estas variables se logro
obtener 5a-NET con una minima contaminacion (5c). La purificacion de Sa-NET sc
realizd por recristalizaciones sucesivas. Los cristales blancos obtenidos a partir de hexano-
acetato de eiilo, mostraron las siguientes constantes: punto de fusion: 225°C, indice de
rotacion [« |y (clorofonno) = +5.5%, Resonancia magnética nuclear: [CDCIL} 2.57 ppm
(S, 1H); 0.9 ppm (S, 3H). Se obruvo evidencia adicional de pureza quimica medinnte el
andlisis de la conducta cromatogréfica del compuesto cn cromatografia gas-liquido y de

alta presion. La formacion de 5a-NET fue de 85%.

La obtencion de los dos tetrahidros isdmeros 3a, 5a-NET y 3f3, 5a-NET sc efectud a
partir de 5a-NET guimicamente pura. La reduccion del gnipo 3-oxo de ia 5a-NET se

realizd por medio de borohidruro de sodio enr metanol como habia sido iformado por
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Bowers y Cols. (42). Estos investigadores, sin embargo solo obtuvieron el alcohol 3,
mientras que en este estudio se obtuvo una mezcla de aproximadamente 85-90% def
alcohol 38 y 10-15% de alcohal 3a. La separacion de los alcoholes isoméricos se llevé
a cabo por medio de cromatografia flash (43) y la identidad de estos productos se
establecié por mdétodos espectroscépicos, principalinente el espectro de resonancia
magnética nuclear de hidrogeno, donde se pudo observar claramente la diferencia de
desplazamiento quimico del hidrégeno en C-3 (3.5 ppn para el alcohol 3 y 4.17 ppm
para el isomero 3e ). Debido alu necesidad de contar con mayores cantidades def alcohol
3a y evitar la separacion de los isémeros, se probo el hidruro doble de litio y aluminio
en tetrahidro furano, sin embargo, Ins resultados fueron similares. Posteriormente, cuando
se usd como reactivo reductor el “selectride” de livio (44), se obtuvo una mezcla de 955
de alcohol 3a y 59 de alcohol 3f. Estos resultados parecieran deberse a la fulta del
gripo metilo-19 que pennite que el reactivo se aproxime por la cara fi de la molécula y
se lleve a cabo un ataque ecuatorial. Las constantes de los tetrahidro-alcoholes fueron:
3a, Sa-NET= punto de fusion 117°C, indice de rotacion [a ]y (cloroformo)= 1.565
resonancia magnética nuclear (CDsOD)8: 3.98 ppmi (m, 1H, 3H); 2.6 ppm (S, 1H); 0.88
ppmt (S, 3H) y para ol 3B, 5a-NET'= punta de fusién= 191°C, indice de rotacién [a]p
(Cloroformo) = -25° resonancia magnética nuclear (CD,0D) 6: 3.45 ppm (b.m., IH, 3H);
2.77 ppnt (S, IH); 0.82 ppm (S, 3H). Finalmente se determiné la conducta de estos

compueestos en cromatografia de alta presion y gas-liguido.
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1.7 Los reactivos nccesarios para montar el radioinmunoandlisis (RIA) de honuona

luteinizante de rata (LHr) y honnona foliculo estinudante de rate (FSHr) fueron

obtenidos de las siguientes fuentes:

171

1.7.2

1.7.3

L74

Reactivos donados por The National institute of Diabetes & Digestive & Kidney
Diseases (NIDDT), Baltimore Maryland , U.S.A.: estindar de yodacion de FSH
(NIDDK-rFSH-1-8), anticuerpo de conejo anti FSHr (NIDDK-anti-rFSIH-5-11),
estandar de referencia de FSHr (NIDDR-rI'SH-RP-1), estdndar de yodacién de
LHr (NIDDK-rLH-1-8), anticuerpo de conejo anti LHr (NIDDK-anti-rLH-S-10},

estandar de referencia de LHr (NIDDK-rl.H-RP-1).

Los sucros controles de LHr y FSHr se prepararon en base a suteros de ratas

adultas castradas, los cuales se mantuvieron congelados a -20°C hasta su uso.

El yodo radioactivo I'® (IMS-30) fue comprado a Amersham Intemational,
Buckinghamshire, Englund con una actividad especifica promedio de 15 pCi

g

Segundo anticuerpo: Se prepard como segundo anticuerpo en nuestro laboratorio
una gamma-globuling de borrego dirigida con contra una gamma-globulina de

conejo purificada.
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2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

Para todas las pruchas se emplearon ratus hembras y iachos de la cepa Wistar, de 200 -250
g de pesoy las cuales se criaron en el bioterio del Institwo Nacional de la Nutricion Salvador
Zuhirdn y fueron mantenidos en ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los
requerimientos de comida y agua fucron proporcionadeos ad libinen. Los animales se castraron

15 dias ames del ratamiento medionte el procedintiento de orquidectomia bilateral para los

machos y a travds de avarectomia via insicion en ambos costudos en el cuso de lus hembras,

J. RADIOENMUNOANALISIS DE LHr Y FSHr:

La técnica de radioinmunoandlisis (RiA) fue desurrollada por Yalow y Berson en 1960 (45}
¥ se basa en la competencia entre la substancia @ cuantificar (analito) y el andlogo marcado
radioactivamente (marca) por una cantided limitada de sitios de union del anticuerpo. La
cantidad de marca unida af anticuerpo es inversamente proporcionat a la concentracion del

analito (46).
En el presente trabajo se utilizé como método de separacion entre la fraccion libre y la unida,

fatéenica de doble anticuerpo en la cual un segundo anticucrpo o anticuerpo gammaglobuling

se emplea para lograr una precipitacion especifica de lu fraccion unida (47).
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El RIA pera cada una de las gonadotropinas se estandarizé en nuestro lahoratorio usando

reactivos de NIDDK de la siguiente manera:

3.1 Amortiguador de ensayo:
Amortiguador de fosfato de sodio 0.01 M, NaCt 150 mM, azida de sodio 15 mM como
conservador, pH 7.6 adicionado de EDTA 0.1 M, alliimina sérica bovina (BSA) (200

mg/L) y gammaglobulina (5 mg/L).

3.2 Preparacién de primeros anticucrpos:
Los primeros anticuerpos o gammaglohulinas anti LHr y anti FSHr preparados en congjo,
Jueron proporcionados por NIDDR, y se difuyeron con el umontiguador de ensayo a una
dilucion final de: LHr 1:186,000y FSHr 1:125,000. El porcentaje de reaccion cruzada entre
antbas honnonas fue menor a 0.05 %, segin lo reportado por NIDDR para estos

anticuerpos.

3.3 Marcacién de LHr y FSHr con 1'%
Ambas hormonas LHr y FSHr se marcaron en nuestro luboratorio con I'® usando la
téenica de la cloramina T (48), método por el cual las tirosinas presentes en la proteina son
oxidadas por la clormnina T para permitir la incorporacion de 1'S en esta moldcula; la
reaccién es detenida por la adiccion de un agente reductor, metabisulfito de sodio. Mediante

una posterior elucion es posible separar en cada caso la hormona unida a ' libre.
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Tanto de LH como de FSH se yodaron Spg disueltas en amortiguador de fosfatos pH 7.6,

usando el procedimiento esquematizado en los siguientes diagramas:

LHr 5 pg/50 ut FStir 2.5 pg/25 pl
+ +
"1 uCif ul ' 1 pCi/ pl
1 !
CLT 15 pl{5mg/3mi) CLT 10 plf Smg/20ml)
1 !
30 " agitar 60" agitar
+ +
Contar MbNa 50 mi(I5ng/10ml) Comtar MONa 50mi(10ng/m!l)
CPM -~ 1 cPM - !
10" agitar 10" agitar
i !
Depositar columna de Depositar cohumna de
Sephadex G-100 Sephadex G-100
1 1
Colectar fracciones Colectar fracciones
de 1 ml cada una de 1 ml cada una

La actividad especifica prontedio lograda fue de 45 pCijugy 98 nCi/ug pura LHry FSHr

respectivamente.

34 Preparacién de estindares de LHr y FSHr:
Los estindares de NIDDK para LHry FSlHir se diluyeron empleando el amontiguador de
ensayo al hacer las dobles diluciones pare lograr las siguientes concentraciones:
FSHr 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ng/ml
LHr 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ng/ml
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3.5 Protocolo de RIA para EHr y FSHr

REACTIVOS EST. Bo UNE CT
ul pl Bl pl

Esténdar, control,

desconocido 100 - - -

Primer

anticuerpo 200 100 - .

Hormona I'® 100 100 100 100

Amoniguador - 200 300 -

Incubar 24 h T.A.

Segundo anticucrpo
diluido 1:10 260 200 200

Incubar 4 h

T.A

Agua destilada 1 mi -

Cerurifugar 3000 rpm 30 inin. 4°C.

EST = estandar UNE = unidn no especifica

Bo = unién mdixima CT = cuenta total

El sobrenadanic sc descarté por decantacién y se limpiaron cuidadosamente las paredes de

los tubas con un aplicador, evitando tocar el fondo del wbo. La radiactividad se cuantificé

en un contador de centelleo para radiaciones gamma (Cristal 5000, Packard, U.S.A).
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3.6 Control de calidad:
Gracias a la cuantificacién que en cada RIA de LHr y FSHr se éfectud de los sueros
controles preparados con suero de ratas castradas se logro determinar el cocficiente de

variacion (C.V.) intra e inter andlisis pare ambas gonadotropinas (49).

% C.1_imra-andlisis Se GV, interanglisis
LHr 6.3 8.9
FSHr 4.0 9.5

4, TRATAMIENTO HORMONAL.

4.1 Efecto antigonadotrbpico de NET y sus derivados.

Los esteroides a empleados NET, 5a-NET, 3a,52-NET y 3,52 -NET, se disolvieron en aceite

de maiz y se inyectaron en la pane proximal de la extremidad posterior via subcuidnea durante

7 dias consecutivos. El tratamiento y lu dosis que recibié cada grupo de ratas castradas se

especifican en los siguientes cuadros:
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4.11:

GRUPO ESTEROIDE DOSIS ADMINISTRADAS
a NET 50 ug/100 wijdia
b NET 75 ug/100 pifiia
¢ NET 150 pg/100 pl/dia
d NET 300 pe/100 pl/dia
e NET 500 ug/100 pifdia
7 NET 1000 pg/100 pl/dia
g - vehiculo

4.1.2:

GRUPO ESTEROIDE DOSIS ADMINISTRADAS
a 5a-NET 50 pg/100 plfdia
b Sa-NET 75 ug/100 uljdia
¢ Sa-NET 150 pg/100 wifdia
d Sa-NET 300 ug/100 ulfdia
¢ S5a-NET 500 pg/100 ul/dia
! - vehiculo

4.1.3

GRUPO ESTEROIDE DOSIS ADMINISTRADAS
a 38,5a-NET 50 ug/100 pl/dia
b 38,5a-NET 75 pg/100 ul/dia
c 3p,5a-NET 150 pg/100 ul/dia
d 3p.5a-NET 300 pg/100 pifdia
¢ 3B.5a-NET 500 pg/100 pl/dia
f - vehicuio
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4.14:

GRUPO ESTEROIDE DOSIS ADMINISTRADAS
a 3a,5a-NET 50 pg/l00 ul/dta
b 3a,5¢-NET 75 ug/100 ul/dla
c 3a,50-NET 150 ug/100 pl/dta
d 3a,5a-NET 300 pg/100 pi/dia
e 3a,5a-NET 500 pg/100 pl/dia
f - vehiculo

El 7° dla de tratamiento se sacrificaron las ratas por decapitacién y se obtuvieron los sueros

correspondientes los cuales se congelaron a -20 °C hasta su cuantificacién.

4.2  Efecto antigonadotrépico de NET y sus derivados en presencia de antiestrégeno.

Grupos de ratas castradas hembras o machos fueron tratadas cor tamozxifen disuelto en

solucidn salina fisiolégica, a una dosis de 200 pg/dfa durante cuatro dias consecutivos al

término de los cuales se aplicé el esteroide correspondiente a cada (i iento en dosis dnica

disuelto en aceite de malz. Los grupos de 6 ratas se distribuyeron empleando el siguiente

esquerna:
Ratas Macho Castradas:
Dosis de 4° Dia Dosis
Grupo : Abntiestréigeno Esteroide
a TAM 200 pg/d/4d 5a-NET 0.5 mg/100 pl
b TAM 200 ug/d/4d 3p,5a-NET 0.5mg/100 u!
c TAM 200 ug/d/4d vehiculo
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Ratas Hembras Castradas:

Dosis de 4° Dia Dosis
Grupo Antiestrogeno Esteroide
a TAM 200 pg/d/4d NET 0.5 mg/100 ul
b TAM 200 pg/df4d Sa-NET 0.5mg/100 pl
c TAM 200 pg/d/4d 3p,5a-NET 0.5 mg/100 ui
d TAM 200 pg/d/4d vehiculo

Cuatro horas después de la administracién de los metabolitos de NET, las ratas fueron

decapitadas y las muestras de suero almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.

4.3 Efecto antigonadotrdpico de NET y sus derivados en presencia de antiandrdgeno.

4.3.1. Optimizacidn de la dosis de Acetato de Ciproterona.

A grupos de 6 ratas ¢ das se les administré el antiandrégeno acetato de ciproterona disuelto

en aceite de mafz, en dosis de 1 mg/100 ply 2 mg/100 ul durante 7 dfas consecutivos.

Grupo Dosis antiandrégeno
a Ac-CYP 1 mg/d/7
b Ac-CYP 2 mg/d/7
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Al finalizar el tratamicnto los animales se decapitaron y las muestras de suero se

congelaron a -20 °C hasta su cuantificacion.

432 Tratamicnto con AcCYP seguido de NET, 5a-NET y 33,5a-NET :

Tanto NET como sus derivados S NET y 3§ Sa NET se prepararon usando aceite de

maiz 100 mt por dosis tinica. Se emplearon tanto ratas castracdas hembras como machos en

gnipos de 6 animales elegidos al azar y tratados de acuerdo al sigriente esquema:

7° Dia Dosis

Grupo Dosis Antiandrégeno esteroide
a AcCYP 1 mg/d/7d NET 0.5 mg/100 pl/d
b AcCYP 1 mg/d/7d Sa-NET 0.5 my/100 pl/d
c AcCYP T mg/d/7d 3B, 5a-NET 0.5 mg/100 pl/d
d - vehiculo

Al finalizar el tratamiento se decapitaron los animales cuatro horas despucs de la

administracion de NET y sus mctubolitos. Las muestras de suero se congelaron a -20 °C huasia

su cuamtificacion.
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5. PRUEBA ESTADISTICA.

La prueba estadistica que se wtilizo para comparar las concentraciones de

gonadotropinas en los sueros de ratas sometidos a los diferentes tratamnientos fue la "

de Student (50)

X, - X,
t =

s’ 8

n m

donde : X = Media muestral
S = Desviucion estandar

n = Nivcro de datos )

g=n +tn-2
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V. RESULTADOS

La capacidad de NET y sus metsholitos reducidos en el anillo-A, de inhibir
gonadotropings e ¢l modelo de la rata castrada se evalud de ucuende a los tratamientos ya

enunciados.

Todas las muestras obtenidas fueron cuantificadas por R14 de doble antieuerpo, para
el cual se yodaron tanto LHry FS1r con ', siguiendo el protocolo descrito ent la seccion de
material y método, Como resultacdos de los marcajes tenemos en la figura 3y la figura 4 dos
curvas tipo en las cuales se observa el patron de elucion de cada una de las gonadotrapinas

marcadas .

CPM x 1000
100

gzi‘: L I
| A \

so}- [
50 ‘L ‘ e *29 / §
‘o /\ \

\

a0 L f ‘ /
[ I
I

0 & 10 15 20 26 30 35
Ne traccion
figura 3. Perfil de clucion de LHr-I'**¢n columna do sephadex G- 100
Los productas dc reaccion se separaron cluvendo con
amortiguador  fosfo solino pll 7.6 v of comtenido de
rudiactividad para caea fraccidn se midié en wn contador de
radiacion gamna,
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figura 4. Perfil de elucion de FSHr-'® en colunma de sephadex G-

160. Los productos de reaccion se separaron cluyendo con
amortiguador fosfo saline pH 7.6 v lu radiactividad para
cada fraccicn se midis en un contador de radiacion gomma.
La fraccion 8 para LHr asi como la 10y 11 para FSHr de los marcajes presentados en las

figuras 3y 4, se recolectaron y secongelaron a -20°C hasta su uso. La actividad especifica para

LHr-I'"S fue de 33 Ci/g ylade FSHr-I'" de 97 Ci/g.

El RIA  pare cada gonadotropina de rata se estandarizd, segiin los indicado en Material y
Métodos . Las figuras 5 y 6 muestran las cunvas estdndar  tipo obtenidas para cada

gonadotraping, las cuales presentan pardmetros acepables en un RlA.
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figura 5.

Sfigura 6.

Bo

fLig
Désis
Curva estdndar para LHr. La curva  presemta un

desplazamicnte aceprable cn todos sus puntos y una
pendiente de -0.90.

10 166

Désis
Curva estdndar para  LHr.
desplazamicnto  dpiimo
pendicnte de -1.0.

La curvg presenta  un
en todos sus puntos con una
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El primer tratamicnto cfectuade con ratas machos castradas, realizado para cuantificar el
efecto de la administracion cronice de NET, Se-NET, 3f,5a-NET y 3a,52-NET sobre las

gonadotropinas hipofisiurias Liiry FSIir, aponé los resultados presentados en la figura 7y 8.

Las dosis de NET de 50, 75, 150, 306 y 500 ug no tuvieron efecto sobre los niveles de
gonadotropinas, al aumentar la dosificacién diaria a 1000 pg se logré la inhibicidn de ambas

gonadotropinas .

El empleo de Sa-NET resulté en una disminucién de la concentracion de LHry FSHr en todas

las dosis superiores a 75 pg/d/7.
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Sigura 7. Efecto de la dosis de 50,75 y 150 ug administrada por 7 dias

de NET y sus derivados reducidos en el anillo A, sobre los
niveles en suero de Lty FSHr en la rata macho castrada.
Los resuitados muestran el Xt SEM.*p< 0.05, *= p< 0.01.
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A la dosis de 500 ug, Sa-NET fue capaz de inhibir amsas gonadotropinags hipofisiaias con

una significancia estadistica de p < 0.05, como se indica en la figura 8.

El tratamiento con el derivado reducido 3,5a-NET dio como resultado una inhibicion de
ambas gonadotropinas a una dosis de 500 pg/d/7d, con una significancia  estadistica de

P < 0.005 para LHry 0.01 pura FSHr, a las otras dosis edministradas de el derivado 3a,5a-
NET no fueron capaces de inhibir los niveles de las gonadotropinas hipofisiarias, como se

muestra en la figura 8.
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JSigera 8. Efecto de la dosis crinica de 300 y 500 pg de NET v sus

derivados reduicidos en el anilio A, sobre los niveles ¢n suero
de LHr y FSHr en la rata macho casirada. Los resultados
muestran X+ SEAL *p < 0.05, **p < D01, *** p < 0005,
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La adminisiracion de 200 pg/4 dias tamoxifen a los grupos de ratas machos y hembras
adultos castrados, como tratamiento previo a la administracion de una dosis tinica de 5a-NET
y 38, 5a-NET fue seguido de un tiempo de cuatro horas, para la toma de muestra sanguinea,
tiempo suficiente para que ocurra i mayor inhibicion de gonadotropinas bajo la administracién
de NET (24). En la figura 9 se muestra ol efecto de una dosis énica de 5a-NET sobre las ratas
machos castradas posterior al (ratamiento con el antiestrégeno; la potencia inhibitoria de Sa-
NET sobre ln LHr es clara, conuna p < 0.01. La administracion de una inica dosis de 3, 5a-
NET a un grupo de animales tratados con tamoxifen por 4 dius, no fue capaz de disminuir los

niveles de LHr en el tratamiento de ratas machos castraduas.
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figura 9. Efecto de 5a-NET y 3,5x-NET sobre la concentracion de

LHr ¢n la rata macho caswrada, previo tratamicnto con
antiestrégeno por 4 das. Los resubtados mestran X% 8D,
. ;

p<
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El mismo tratamicnto aplicadn a raras hembras cusiradas (fig 1) muestra resuftados que
correlacionan con los datos de ratas machos; 3a-NET posterior al tratamicnto con tamoxifen

o un efecto inhibitorio sobre Liir, com una p < 0.001.

El derivado 3B, 5a-NET fue incapuz de inhibir LHr en la rata hembra castrada. En este
tratamicnto se incluyé un grupo con NET el cual no logrd inhibir la concentracion de LHr
despudés de 4 dias de la administracion con tamoxifen. A las muestras obtenidus del iratamienio
de ratas hembras castradas, también se les cuantificé FSHr, cuyos resultados sc obseran en

la figura 10.
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Sfigura 10. F]ruu de ‘VET 5a-NETy Jjj S1-NET, sobre lus niveles de
7 , previo con TAM duranie 4 diar

(.II {ua rata hembra castrada, Los resultados estan expresados
como Xt SD. *p < 0.001.
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Las niveles de FSHr disminuyen con una dosis de 5a-NET previo tratamiento con tamoxifen,
aunque por la dispersion en los datos no existe una significancia estadistica que lo seiala como
diferente del control, Ef tratamiento con 38, 5a-NET posterior a la aplicacin de tamoxifen por

4 dias no tuvo efecto sobre los niveles de FSHr, figura 10.

Para el empleo del antiandrogena esteroidal AcCYP, se investigd la dosis a la que debla ser
adnunistrado, pues este compuesto ejerce una actividad androgénica, sinandrogénica,
progestacional o antivonadotrépica dependiendo de la dosis (41,51,52,53). Se procedid de
acuerda a lo indicado en la seccidn de Marerial y Método, buscando la dosis de AcCYP a la

cual éste no presenta efecto antigonadotrépico per se. en el modelo de la rata castrada.

Los resultados se muestran en la fig. 11 en donde se observa que la dosis de 2 mg de AcCYP
inhibe las concentraciones de LHr, por lo que se eligic 1 mg como dosis para el tratamiento
pues permiite mantener sin cambio los niveles de LHr, durante los 7 dias de tratamiento previos

a la administracion de NET y sus derivados.
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figra 11 Efecto de ta dosis de AcCYP sobre ta concentracion de LLHr

¢en [d rata hembra casirada. Reswltados como X+ SD.

Para evaluar ef efecto de NET, 5a NET'y 38, 5a-NET en presencia de un antiandrégeno se
procedio segin lo indicado en [a seccion de Material Métodos, Definida la dosis de AcCYP, se
inicic la administracion de ésta durante los 7 dius consecutivos previos al tratamiento con NET
y sus derivados. Lus muestras sanguineas se tomarin siguiendo el mismo esquema del
iratamiento con tamoxifen, 4 horas después de la dusis de androprogesting, periodo indicado

como de mdxima respuesta (24).

El primer grupo que se traid fue ¢l de ratas machos castradasy la figura 12 muestra los
resuitados de éste tratamiento. La NET aplicada on una s6la dosis o wn grupo de ratas, logré

inhibir fas concenraciones de LHr con una p < 0.1 respecto al nivel post tratamiento con
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AcCYP. El empleo derivado reducido en la posicion Se de NET consenvé los valores de LHr
en los mismos niveles que con el tratamiento de 7 dias con AcCYP. El inetabolito reducido
30,5a-NET condujo a una inhibicion significativa, p < 0.001 cuando los resultados son

comparados con el nivel pos AcCYP,

Los niveles de FSHr posterior a los diferentes tratamientos con NET, Sa-NET y 34,5a-NET

permanecieron sin cambio despuds de 4 horas, figura 12.
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fighra 12, Efecto de NET, Sa-NET y 3B,5%-NET on ratas machos

castradas, tratadas con AcC por 7 dias, sobre las
concentraciones de LHr y FSHr. Resultados cxpresados
como X+ SD. *p < 0005
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El segundo grupo de tratuntiento con AcCYP a una dosis de { mg por dia , durante 7 dias,
estuvo constititido por 4 gripos de ratas hembras castradas, siguiendo ol esquema de trabajo
yadescrito. Se administraron lus dosis de NET, Sa-NETy 3f,5a -NET, cuyos resultados después
de 4 horas de administracién se presentan cn la figura 13, La NET af igual que Sa-NET no
inhibi6 ol mivel de LHr respecto al valor pos trataniiento con AcCYP. Por su pante el metabolito
3f,5a-NET dissinuys lu concentracicn e L1Hr considerablemente (p < 0.001), respecto al

valor pos tratamiento con AcCYP.

La cuaniificacion de FSHr de las muestras de sucro de ratas hemibras castradas ratadus con

Sa-NETy 38, Sa-NET, no mostraron cambio alguno respecto d la concentreeién de esia

gonadotropina pos tratamiento con AeCYP. figura (3.
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Signra 13, Efector de NET, 5a-NET v 3.5 -NET cn ratas hersbras

castradas, ratadas con AcCYP por 7 dias, sobre las
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VI. DISCUSION

Para analizar los resultados obtenidos al evaluar la potencia antigonadotrépica de NET y sus
derivados reducidos en el anillo A, podriamos dividirlos de acuerdo a las tres fases en las que

se llevé a cabo el wrabajo.

fase . Efecto antigonadotropico de NET, 5a-NET, 38,5a-NET y 3a,5a-NET.

La NET en esta primera fase no logré a dosis menores de 1000 ug  inhibir las
gonadotropinas, esto pudivia deberse a la ausencia del receptar de progesterona en la ruta
castradda, con el cupl NET ticne gran afinidad (20), aungue se ha demtostrado que su

mecanismo de accion difiere del de la progesteronu (19).

El derivado Sa de NET, nvo actividad antigonadotropica a dosis mayores a 150 pg, este
resultado confirma la hipdtesis plamteada, pues la reduccion en posicién Sa aumenté la
potencia de esta progesting de manera andloga al aumento en la potencia androgdnica que
presenta el derivado Sa del androgeno natural, tu testosterona (38,55): se pudo confinnar de
esta manera que el aumento en la actividad hioldgica por reduccion en el anillo A, sucede

tanto en compuestos sintéticos como naturales en la serie de csteroides Cyy
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Se puede suponer con estos datos que el efecto inhibitorio de Se-NET pudiera deberse a su
interaccion con receptores para undrogenos o estrégentos, 1tnicos presentes en la rata castrada;
aunque los antecedentes indican que existe mayor afinidad entre este derivado y el receptor de
andrégeno (29). La posterior reduccion de este derivado a 3a,50-NET y 38.5«¢-NET, podria

también ser la causa del incremenio en la acrividad antigonadotropica.

Con el fin de conocer o que sucede con los metabolitos campleranente reducidos se utlizaron
g

Ins derivados 3a,5e-! ¥ 38, 5a-NET. Lus resultacdos obtenidos con el 3f8,5a-NET muestran
wuna inhibicion en la concentracion de ambas gonadotropinas con dosis de progesting superiores
a 150 pg Podriumos explicar este aumenta en la potencia antigonadotrépica de 38, 5a -NET
respecto de NET, como el resultado de su imteraccion con el receptor para estrogenos (29), y
iy probablemente NET sea inetabolizada de manera sintilar a la testosterona et la cual existe
una reduccion del compuesto S a 3aSa y 3fl.5a por accion enzimdatica de fa 3a o 3f
hidroxiesteroide  deshidrogenasa, que  actuan de manera reversible miediante  oxidacion
preferencialmente en compuestos 3a Sa y no en los 3f,5a (56,37). Ef derivado 38,5e de NET

podria ser un compuesto de metaholismo terminal y su cfecto se deberia solamcente a la accion

de §i mismio.

Por el conwario el alcohol isgmero 3a,5a-NET bajo administracion cronicu en la rata
castrada, exhibié una actividad antigonadotrépica nulu, o pesar de que esie derivado presenta

tanmbicn unién al receptor de estedgenos (29), indicando que fa unién honnona recepior da por
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resultado efectas distintos dependiendo del esicroide, y que este unién no garantiza una
actividad antigonadotrdpica. £n este caso la posible reaccion enzimdtica reversible de este
derivadeo al compuesto oxidado Sa-NET, que a su ver podria reducirse enzimdticamente a
30, 5a-NET y 3a,5a-NET, daria una compleja mezcla cuyos efectos en conjunto pudieran ser

nulos.

fase 2. Efecro antigonadowrdpico de Se-NET y 38,524-NET previo tratamiento  con

antiesirogeno.

Los resultados presentudos muestran que el derivado reducido Sa-NET fue el tnico que logro
dismimuir de manera estadisticamente significativa los niveles de LH wnto en la rata macho
como cn la hembra castradus. Estos datos correlacionan con lo descrito en cuanto a la

interaccién de Sa-NET con of receptor dv andrégenos.

Las concentraciones de FSHr no fueron inhibidas de manera significativa bajo tralamiento
con 5a-NET; esto puede explicarse en base al particular mecanismo de regulacion de la FSH,
el cual se realiza por la inhibing, mediante un sistema de retroalimentacion a nivel hipofisiario

(58).

Los resultados del tratamiento con ¢l tetrahidro denvado 34,5a-NET, previo bloqueo de

receptares con tamoxifen, muestran que este fue incapaz de disminuir los niveles de LHy FSH
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en la rata castrada hembra o0 macho; datos que correlucionan con lus observaciones acerca de
su unién al receptor de estrégenos y la posibilidad de que el 38,5a-NET no presemte reaccion

de oxidacion hacia Sa-NET.

fase & Efecro anmtigonadaipico de 3a-NET y 38.3a-NET previo tratamiento  con

amtiandrégeno.

Los resulrados del estudio de dosificacion del acetato de ciproterona muestran que éste a una
dasis de 2 mg inhibe LHr no asi a la dosis de 1 mg comprobandosc de esta manera que el

antiandrdgeno elegido, es cepaz de tener diversas actividades dependiendo de la dosis

Nuestros datos indican que el wetrahidre derivado 3f,5a de NET wivo la capacidad de inhibir
los valores de LHr en presencia de receptores para estrdgeno, resultado que correluciona en
ambos tratamiento a ratas machos y hembras castradas con el reporte de su union o este

receptor intraceluler (29).

Nuevamente apelamos a la anadogia con el androgeno natural para evplicar la actividad de
esta progesting, 3f3,5a-NET, lu cual suponemos es un derivado ternminal en el metabalismo de

NET, cuyos efectos se ven ejercidos por und tisica vie, su union con ¢l receptor de estrogenos.



Los valores informedos para FSHr bajo este travamiento crénico con AcCYP previo a la
administracién de 3f,5¢-NET, conducen a la deduccion anterionnente expuesta, acerca del
papel regulador de la inhibina sobre los niveles de FSH en ratas hembra o macho castradas,
razon por fa que el 38,5a -NET a lu dosis empleada no fue capaz de ejercer su efecto inhibitorio

sobre las concentraciones de FSHr cont la misma potencia manifestada sobre LHY.

El conjunto de resultados aportados por este trabajo se basan en el modelo experimenial, de
la rata castrada, el cual ofrece la posibilidad de esudiar la potencia y mecanismo de accion
de anticonceptivos sintéticos; modele al que recurrimos dada la imposibilidad de contar con
un sistema fisioldgico experimental ideal, que conjuntara las condiciones fisiolégicas de una
mjer en edad reproductiva. Por esta razién no es posible extrapolar totalmente estos datos af
modelo humano y serid necesario realizar estudios piloto que penmitan hacer una observacion
de la potencia antigonadoirépica de cstos dervados en ¢l humana; dado que cuando una
usuaria toma un anticonceptivo estan presentes en ol organisnio una seric de factores en los que

se inchiyen al mismo tiempo tedos los receptores mencionados en esta discusion.

Tomando nuesiros datos obrenidos en la rata castradu, que indican unu actividad
antigonadotrépica del dervado Sa-NET via receptor de andrdgeno y del compuesto 33,5a-NET
viu receptor de estrégeno, comio punto de partida para la claboracion de nuevas formulaciones
anticonceptivas, se pueden hacer varias consideraciones: seria ventajoso el empleo del derivado

completamenie reducido 3f,5a - NET con el cuul no se tendrian los diversos efectos que Sa-NET
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por su unidn a receplores para andrdgenos y su mwtabolisno hacia 3aSa daria; lu dosis
anticonceptiva necesaria del 38,5a-NET seria menor a la comunmente empleada en las
formulaciones con NET, condicidn que nos Heva a pensar ademds que ta disminucion en lu
dosis de anticonceptivo traerfa consigo una disminucion de los efectos indeseables en el uso de
NET; efectos tales coma: presencia de hirsutisma, explicado por la actividad androgenica de
NET, prohablemente resultado de su conversion a Sa-NET. Tambin, al reducirse la dosis,
pudieramos esperar una disminucion de efectos indeseables fipo estrogénicos como el reportado
bujo tratamiento con progestinas sintéticas sobre los niveles de Hpidos en suero, que se asocian
dircctamente con riesgo candiovascidar (59), Asi mismao podramos considerar e rdpida
excrecion que se presentaria con el empleo del derivado 3f8,5a-NET, el cual 1endria una pronta

silfoconfugacion o glucoconjugacion hepatica, para sie posterior eliminacion viu urinario.

Creemos que el presente trabajo du una aportacion en la evaluacion de progestinas sintéticas
y espectficamente proporcione bases que sirvent para el posible desarrollo de fonaulaciones
anticonceptivas que empleen los derivados reducidos de NET, principalemente el tetrahidro

reducido 3p,5a-NET.



VIL CONCLUSIONES

- Las modificaciones estructurales en el anillo A de la molécula de NET aumentan su

potencia antigonadotrdpica en la rata castrada.

- El efecto antigonadordpico cjercide cn ta rate castrada por 5a-NET en presencia de
antiestrogeno indica que su actividad es mediada via receptor de andrégenos y la supresion
del efecto antigonadotrépico de 3f,5a-NET indica que su aciividad es mediada via

receprores pare estrogenos.

~ El efecto antigonadotrépico ejercido en e rata castrada por 3f,5a-NET en presencia de
antiandrégeno indica que su actividad es mediada via receptor de estrogeno y la supresion
del efecto antigonadotrdpico de Sa-NET pudica que su actividad es medioda via recepfores

para andrégenos.

- El mecanismo de accion de los derivados reducidos de NET es mediado a través de su

unién a recepeores intracelulares.
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A-ring reduction enhances
the antigonadotropic potency of norethisterone
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Abstract, To ussess whether struciural modifications
on the A-ring of norethisterone (NET) could modils jis
antigonadutropic potency, comparative studies using
NET, Sa-dihydro NET (5a-NET) and its 3f.5¢ and
3a5atetrahydroderivatives in castrated adult rats were
undertaken. The antgonadetropic effect of these com-
pounds was cvaluated by measuring the serum and
piteitary immunoreactive concentrations of LH and
FSH following their chronic s¢ administration o ani-
mals depleted of progesterone receptors, The resuits
demonstrated that 38,5a-NET and 5a-dihydro-NET
exhibited a significantly greater genadotropic inhibit-
ing aciivity as compared with that of their parent
compuutid. The simuhancous administration of famos-
ifen with 38,5a-NET resulted in a significant diminu-
tion of its antigenadotropic potency, partculurly for
LH. These data indicate that the potent antigonadotro-
pic effect of 38.5¢-NET metabalite was mediated via
vestrogen receptors. The LH inhibitory activity of 3a-
dihvdro-NET was not suppressed by the non-sicroidal
antivestrogen administration, thus suggesting that Ga-
NET might exeitits etfect via androgen receptors The
overall dat were mterpreied as demonsrating that
metabolic conversion products of NET extribit potent
antigenadotropic cffect. The data are consistent with
an A-ring enhancement of the antigonadorropc po-
tency of this synthetic progestin and open an alteraate
approuach 1o the deselopmient of ferudinn regulating
agents.
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Noreshisterone (NET), |7a-ethynyl-178-hydroxy-
J-estren-3-one. has been extensively used as a
progestogen in a number of hormonal contracep-
tive formulations. It has been recognized that
is the active compound of its ester deriva-
tives, as well as, ol other synthetic progestogens as
norcthinodrel, lynestrenol and ethynodiol diace-
tate (Murugesan et al. 1973; Kamyab et al. 1968;
Howard et al. 1975). Metabolic studies have dis-
closed that NET undergoes extensive in vivo
transformations, particularly reductions on its A-
ring, to torm dihydra and tetrahydro derivarives.
Indeed. these compounds have been isolated from
serum of women on contraceptive NET therapy
(Braselton et al, 1979),

Previous studics from this laboratory have indi-
cated that the mode of action of NET differs from
that of natural progesterone {(Péres-Palacios et ak
1081}, suggesting that under certam circums

n-
ces, the metabolic conversion of NET o us re-
duced metabolites is necessary to express its acti-
vity in humans. Indeed, Larrea etal. (1983, 1984).
demonstrated that exhibits a potent estro-
gen-like hiological effect in spite of its lack of
interaction with the vestrogen recepror. Further-
more, the in vive NET aromatization has re-
mained a controversial and still unsolved issue
(Brewer 1977: Barvieri et al. 1983). Receny,
Chives et al. {1985) demonstraied the stereospeci-
fic interaction of A-ring reduced NET derivatives
with intracellular putative steroid receptors other
than those of progesterone.




This report describes the chronic effecs of
NET and its reduced metabolites 5a-dihydro
NET (5u-NET), 3f,5a-tetrahydro NET derivative
3RSa-NED) and its 3o (Ja5a-NET) and 3p
(3,5a-NET) isomers upon the serum and piwi-
tary gonadotropin concentration in adult cas-
trated rats, The effects of a nan-steroidal andi-
oestrogel
NET derivatives was also investigated,

Materials and Methods
Material

Authentic NET was kindly provided by Schering Mexi-
cama, SA Mexico City, The A-ring derivatives of NET
were synthetized as previously described by Bowers et
al. {1958), with minor modifications. The 38.5a-NET
and 30.5¢-NET were prepared by sodinm botohyd ride
reduction (Bowers et al, 1958). Authentic samples of
the 3B.5a-NET, 3a.5a-NET and 38,5a-NET were
generously supplied by G. D. Searic Co. Chicago. 1L
Chemical purity of NET and its derivatives was greater
than 98% as assessed by their melting poins, high
petformance liquid chromatography and Henuclear
magnetic resonance spectrometric analysis as has been
previouslv described (Chaver et al. 1985). Tamoxifen
was obtained from  tmperial  Chemical ndustries,
Maclesficld, Cheshire,

aAnimals

Adult male Wistar rats weighing 200~ 250 g were go-
nadectomized under light ether anaesthesia 15 days
prior to the experiments. Animals were hept under 3 14
h-light, 10 h-dark cyele and maintained on food and
watet ad libiwum.

Hormene assays
Serum LH and FSH were measured hy specific radio-
immunoassays (RIA) using the double antibody techni-
que folluning protacols supplied by the NTANDD rat
pituitars hurmone disttibution programme. Baliimate,
MD. The results were expressed as ng/ml (mean = semy
using rLH-RP-1and rFSH-RP 1 as standards. The inter-
and intra-assay coefficients of variation wete 7.0 and
7 lor 1.1 and 8.6 and 20.0 Tor FSH. respectively,
The puuitary L and FSH immunoreactive contentwas
measured from 111000 dilution aliquots of pituary
homogenates prepared for each pituitary gland and
homogenized with 10 arokes of a teflon pestie on
icescold 0.05 v phosphate buffer (PRS) pH 7.0, containe
ing 0.3 myg phenvl-ethyladphonyl-uoride ml (Sigma
Ine. Chemical Co., St Louis MO) The results were
expressed as g of gonadotropins per gland.

n upon the antigonadotropic potency of”
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Experimental

Al steroids emploved were dissolved in 0.2 mi corn oil
containing 0% absolute ethanol and sc administesed
accarding tothe following protocols.

NET, 5a-NET. 3f.5a-NET and 3a.50-NET were
daily administered at incivasing doses (12.5, 25, 50, 75
and 150 ygiday) for 7 consecutive days 1o 5 groups of
castrated animals. On the Tth day, bivod samples were
ohtained by decapitation and ihe pitaitary glands were
immediately removed. Animals treated with 17B-cestra-
diol, Sr-dibvdrotestosterane (DHT) and oil, using iden-
tical doses and administration schedule 1o that of the
experimental groups, served as controls

Another experiment, using N
and 3a,3u-NET daily adininistration (300 2nd 500 pg)
for 7 days 1o castrated animals was also undertaken.
Serwm and pituitary samples were handled as described
abave. Oil-treated rats served as contral group.

Antioestrogen admmistration

Two groups of tamoxifen-primed castrated rais were
treated with a single dose (300 pg) of 5a-NET and
3f.5u-NET. Tamoxifen was sc administered at the daily
dose of 200 pg tor 4 consecutive days. Serum LH was
measured before and after antivesirogen priming and
4 halter admini in althe NET baoli

Results

The effects of the administration of NET, 5a-
NET and 3f.5a-NET for 7 davs upon the serum
gonadotropin content of castrated rats are shown
in Fig. 1. The NET administration did not exert
any inhibitory effect on serum and pituitary LH at
J" doses employed (12.5-150 pg/day). An iden-

lack of inhibitory effect of NET upon serum
and pituitary FSH was also noticed (Fig. ). A-ting
reduction of NET enhanced its gonadotropin
inhibitory effect. Indeed, a significant decrease on
both LH and FSH (Fig. 1) at the 150 g daily dose
was noticed following the administration of 5u-
NET and 38,5a-NET. No significant variations on
the pituitary content of gonadotropins were ob-
served at all doses used. and a lack of antigona-
dotropic (Iful of 3a,58-NET was noticed at all
doses ad one and
17B-oestradiol-treated control animals exhibited a
sharp decrease on the serum LH and FSH con-
wentration with a concomitantly unchanged pitui-
ta

ed. Sa-clihydr

v gonadotropin content (results not shown).
The results obtained in this experiment prompt-
ed us to examine the effects of chronic admini:
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stration ol higher doves ot NET aned its deryatives
upon gomadotropins. Avcordinghy . NE
IR5a-NET and 3w,5a-NET were daby admini-
stered ar the doses of 300 and 500 gy for 7
consecutive davs. As depiceed in Fig. 2, the 3,500
NET and 3¢-NET extubited o potent amtigonado-
tropic acuivite i germs of both LH and FSH at the
2 dose levels emploved. whereas NET did not.
Indecd, to accomplish & signidicant NET-induced
serum gonadoetropin tahibition it wiy necessany o
increase the daily dose up o [ mg. The adwin-
stration of a3 NET resulted ina Lk ol
gonadutropic effeat as shown in F

The chronic adminmmation of NET ac the dose
o I mgd induced aslighs, lthough oot sgnitls
cant. diminution of the LH content of the pit-
voglands (952 & 164 pgigland) as compared
with the ail-areated control group (1268 % 200
wg gland). Identical results were obuined with
3B.5a-NET at the dose of 500 pg d. Neither NET
s derivatives induced significant Changes ou
1 pitsitary contentat all doses eenphosed.,

nri-

3B5a.N and ja-N are the 1esult of theis
interactions with by pothalamic-pituit
gen teceptors, they were adminstered o tam-
oxilen primed castrated animals, LI wis meas-
ured 4 b following the admmistration of NET
derivatives because previous studies have inedis
cated that maximum  gonadotropin inhibition
occuss at this point of time alter NET injection
tharvea et al. 1983 The resules indicated e
antiovesiregen administration resulred inox dimt.
nution of the LH inhibiory potency of 3f.5u-
NET. whereus it hud very fitle citect. i any,
the antigonadotropac activity o Ja-N
shawnin Fig. 3

'V OUstr-
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Diseussion

The results presented herein indicate that struc
twral mudifications oo the Aaing o1 the N2
moledle cftectivels enhunced s wmigotudo-
tropin aetiviy undet certan groumstances. Al
expertments were conducted mothe hmg-tenm
civtrated adult male
comparive Jassessment. nat onis because of s

rat. a4 suttable madel tor this

elevated serunt levels of gonadaotropins, but ala
hecause of 1 well documented depletion of hvpo-
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Patacios ev al. 1983) and lts concominant proge-
sterone unresponsiveness in terms ol gonadotro-
pininhibition (Larrea ctal. 1984).

Hydrogenation of the double bond by torma-
ton of the 3a grans A/B ring junciony NET
e ive. resitlted in a significant increase of the
LH inhibitory activity, These findings are in ac-
cordance with the observation that A-ring reduc-

tion at the Su-position of varally occurring
androgens increases their antigonadatropin acti-
vity. in face. the majoriey of data avaelable (Bever
et oal 1971 19720 Peres-Palacios er al. 1975
Celoti et al. 0790 Marting 1982) indicate ¢
Se-DHT iy more elfective than testosterone in
thus imphing thar cn-
hancement of this biological acrivin by Aering
reduction ocours on both naturad Ceand ssothe.
e {nor- Fra-cthy nvl sieroud compounds

3

suppressting LH release:

The praitary content of LH following the chro-
mic admetivration of Sa-NET gt :
plosed renmuamed unchanged, indicating thie its
LH mhibitory ¢
wary aekease cather than on hyvpothalamic-regu-
tated LI pinaians wadhesis.

| doses eme

ect was exerted vupon the pitui-

obsersation on
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line with the suggestion of Martin (1482 that the
elfect of 5a-DHT is exerted prevalently, it not
exclusively, on the anterior pituitary. The finding
that the 3u-NET-induced LH suppression was not
impiired by the simultaneous administration of
tamuoxifen demonstrated that this offea was no
medited vin oestrogen receptors and strongly
suggests thae ot was the result of Sa-NET { -
tion with imtracellular andsogen binding ites,
This suggestion is supported by g recent report ot
Chiver et al. (1985) w
affinity binding of

h gave evidence of high-

1 with (vtosal located

androgen receptors,

Further reducion of ; atits 3B or Ju
position yiclded different effeas in terms of its
LH-inhibitory activity, Thus 3.050-NET exhi-
bited a patent ability to diminsh serum LH Jevels
foltowiig ws chronic administration. On the con-
trary, the 3a isomeric alcohol Ga3aNETY exbi-
bited a lower LI inhibitory dcuviey as compared
with 3a-N although its potency wiy similae to
thar of unmadified NET. The finding that the
3B.5u-NET dervative had a greater capabilite to
suppress LH release than i Secdu-somer is in
contrist with i number of studies undertalen
with the nataral tereabydio derivatives of testn-
sterone (Fohstein 1977
ing androstanediol kas been found to be as active

). The 3abiscorrespond-
as or more elfedive than DHT i oserum LI
173 Verjans & Eik-Nes
1976, 1977a,b). Nevertheless. our results are
agrecment with the demonstration that 3f,0a-
NET hinds steveospecitically with the intracellular
aestrogen tecepror te a koge exient, whereas ats
Sa-isoameric de ive displavs lower alfiuin for
this putative steroid receptor. Further support tor
this concept was furnished by the diminution of
the 3f.5 ET antigunadotropic effect induced
by tamoxifen (Fig. 3).

The elfectiveness of A-ring teduiced NET ¢
vitives o suppress FSH refease was slighth dif-
ferent from that ohserved on 11
Thus, 3BI-NET was the most potent inhibiter
ol serumn FSH Jevels after s chionic adninistia-
tion, being followed by 5a-NET, wheteas 3o da-
NET exthibited Iower FSIH inhibitory potency. On
the basis of this observation, the suggestion iy

inhibition (Zanki et al.

i

inhihition,

interesting that Sueredaced dernatives o weso-
sterone (DT and Sa,5a-diob play only g second-

ive leedback controb of
andl that 1o accomplish this etea testosierone
requires its hioconversion to estogens, partica-

ary rele in the negs
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Larly since these compounds are indeed good
suppressors of FSH release (Kulin 19720 These
ebservations indicate that the FSH diminwtion
induced by 38.5a-NET were mediated via oestro-
gen receptors and are in accordance with the
demonstration that this NET derivadive can etfec-
tively initire oestrogen-ike bochemical «elialar
response (Vilchis e al. 1986).

Albin all, the resulis demonsteate an enbiunce-
ment of the antigonadotrapic potency of NE'T by
its Aering reduction in the

imal medel cm-

ploved thus underiining the importance ol the
metabolic fate of the watliede progesiogen. Al-
though the effecs of diese metabolic conversion
products of NET in other mammaliin species

cannot ver be ascertained and deserve further
pharmacalogic @
for a new approach i the search for new and

potent ovulation inhibiting igenis.

sess e, i eerainky opens up
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Summary—To examine the molecular mechanisms involved in |h= unugonadottapnc eﬂ':cxs of
norcthisterone (NET) and two of its A-ring reduced
(52-NET) and the 3,52-norethisterone (3f1,52-NET) at the neumcndocnn: level, a series of
experiments were undertaken in adult castrated rats. Animals were primed either with 0.2 mg
of ifen (Tam) for 4 i dn)s or 1.0 mg of cyproterone acetate (CPA) for 7 days
followed by a single subcutaneous injection of 0.5 mg of NET, 52-NET or Jﬂ.S: NET. Fcur
hours later, they were sacrificed and blcod btained for the of

serum LH and FSH, The results indi d that (Tam) p uded the
inhibitory effects of NET and the 38,5x-NET but not those of the Sa- NLT derivative.
Pretreatment with CPA did not modificd the antigonadotropic action of the 3f,5a-NET
metabolite but it markedly reduced the inhibitory action of the 52-NET, thus indicating that
in the experimental model used, the antigonadotropic cffects of NET, are in part the result

0960-0760,91 $3.00 + 0.00
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of its metabolic conversion 10 its A-ring reduced metabolites. While the 52-NET dnsplnycd an
4

androgenic cffect, the 3f,52-NET exhib

like effect at the level,

INTRODUCTION

Norethisterone NET, (17x-cthynyl-19-nortes-
tosterone), a 19-nortestosterone derivative was
first synthesized in 1951 [1); Since then this
synthetic progestin has been widely used as a
contraceptive agent either alone or in combi-
nation with estrogens {2-5]. 1t has been recog-
nized that NET is further metabolized to
various dihydro and tetrahydro A-ring reduced
metabolites which have been isolated from
serum and urine of women under contraceptive
therapy [6-8]. Previous experiments have shown
that NET displays a varicty of hormonal effects
when administered  to  several mammalian
species (9-12]. The progestogenic, estrogenic
and androgenic effects of NET, have been pre-
viously reported in bioassays as well as in
clinical studies [13-16}. Administration of NET
as an enanthate derivative exhibits a potent
gonadotropin inhibitory activity in non-estro-
gen-sensitized postmenopausal women, an effect
which is not seen with progesterone alone,
suggesting that its mode of action might differ

*To whom mvresp\mdtn‘g should be addressed

WaE

from that of progesterone [17]. Indeed several
studies from our laboratories have suggested
an estrogenic mode of action of NET upon the
hypothalamic-pituitary unit of ovariectomized
rats {18, 19]. Moreover, further studies have in-
dicated that biotransformation of NET 1o other
metabolites such as the A-ring reduced dihydro
derivatives can specifically interact with either
estrogen or androgen receptors [20). This inter-
action has been shown to be followed by specific
biological responses, that with estrogen recep-
tors there is the induction of progesterone
highly specific binding sites at the pituitary level,
Further support for this concept was derived
from recent observation showing that some
tetrahydro-NET derivatives arc indeed more
potent in terms of inhibitory cffect on serum
gonadotropins levels than NET itself [21, 22].

In the present study further observations on
the mechanism of action of NET are performed
by the analysis of the effects of the adminis-
tration of NET and two of its A-ring reduced
derivatives (52-NET and 38.52-NET) upon the
hypothalamic-pituitary unit of adult ovari-
ectomized rats in the presence of tamoxifen
{Tam) and cyproterone acetate (CPA).
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EXPERIMENTAL
Chemicals

Norethisterone (NET), (17x«-ethinyl-178-hy-
droxy-4-estren-3-one) was kindly provided by
Schering Mexicana, Mexico. The NET deriva-
tives were synthesized as previously described
[24) with minor modifications. The 38,5x-NET
was prepared by sodium borohydride reduction
[25]. The chemical purity of NET and its metab-
olites was >98% as assessed by melting points.
high-performance liquid chromatography and
H-nuclear magnetic resonance spectrometric
analysis. Tamoxifen (Tam), (trans-(1-p-§-di-
methylaminoethoxyphenyl)-1,2-diphenylbut-1-
ene), was obtained from Imperial Chemical
Industries. Macclesfield, Cheshire, Cyproterane
acetate  (17-acetoxy-6-chloro-1x,2x-methylene-
pregna-4.6-dicne-3,20-dione), was a gift from
Schering Mexicana, Mexico. All other chemicals
emploved were analytical grade and purchased
from Sigma Chemical Co., St Louis. Mo,

Animals

Adult male and female Wistar rats weighing
200-250 ¢ were gonadectomized under light
ether anesthesia 3 weeks prior to the exper-
iments. Animals were Kept under a 14 h-light,
10 h-dark day cycle and maintained on food and
water ad libitum.

Antiestrogen administration

Tamexifen (Tam), was administered s.c. at a
daily dose of 0.2 mg for 4 consecutive days {18].
On the fourth day, the animals (n = 6) were
treated with either the vehicle. NET or its
metabolites 3x-NET and 3.5x-NET at a single
dose of 0.5 mg. Four hours after, blood samples
were obtained by decapitation and serum ali-
quots were stored at —-20°C for hormonal
analysis.

Tabie 1 Effect of 3 single e
3 4N

mean = SD. The penaentage of LH ih

Antiandrogen administration

The steroidal progestin with antiandrogen
properties cyproterone acetate (CPA) was sub-
cutaneously injected at various doses to estab-
lish the antiandrogen optimal doses. One
milligram per day {or 7 days was subsequently
chosen for the study in male and female
castrated rats.

The serum LH and FSH levels were measured
before and after priming with tamoxifen or
cyproterone acetate as well as after 4 b of steroid
administration. This schedule was based on the
the time required for NET to induce a maxi-
mum gonadotropin inhibition [18).

Hormone assays

Serum gonadotropins were measured by
specific radioimmunoassays (RIA) using the
double antibody technique following the
protocols kindly supplied by the NIADDK
Rat Pituitary Hormone Distribution Program,
Baltimore, Md. The results were expressed
as ng/ml (mean = SD) aceording to the rLH-
RP-1 and rFSH-RP! used as standards. The
intra- and inter-assay cocfficients of variation
for LH were 6.3 and 8.9%, respectively and
for FSH 4.0 and 9.5% respectively. Direct
comparison between the 2 groups was per-
formed using the Student’s ¢-test for unpaired
samples.

RESULTS

Administration of NET to adult castrated
male rats decreased the serum LH and FSH.
This inhibitory effect upon serum gonado-
tropins was also observed to a greater extent
with both NET metabolites indicating their
greater antigonadotropic potency (Table 1).
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Antigonadotropic action of NET

When the serum LH and FSH levels were
compared before and after tamoxifen adminis-
tration, a slight non significant rise was ob-
served. As shown in Fig. 1, administration
of a single dose (0.5mg) of 5a-NET to Tam
primed rats resulted in a significant (P < 0.001)
decrease in serum LH and FSH levels. How-
ever, neither NET nor 38,52-NET was eflec-
tive as gonadotropin inhibitor in TAM primed

91

castrated female rats. Since the administration
of 1 mg for 7 days of cyproterone acstate did
not induce any significant change in the circulat-
ing pituitary gonadotropins level this dose was
chosen for further experiments whereas admin-
istration of 2mg of CPA inhibited the serum
LH levels when compared to pretreatment val-
ues (Fig. 2). Figure 3 shows the results of LH
and FSH in serum when NET or its A-ring

Tamasien B Seewm LM L3 Serum FSH
02mg/ day /4 days
u 1600
- o 1200
£ 0
2 800
- 400
]
a .
400
= 200 o
nM o L 0 (FSM
PRE POST NET  Sa-NET 38,8
-NEY

Fig. 1. Effect of NET, 52-NET and 34,5z-NET upon serum gonadotropins in tamoxilen primed female
casiraled rats. *F < 0.001 when S2-NET was compared with control post tamoxifen group. The results
are expressed as mean £ SD.

== Cyp 4c.itmg)

RP=1{ng/mi}
600

~+= Cyp Ae.l2mg)
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3004
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2004
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Fig. 2. Effect of cyproterone acetale upon serum

5
Days
LH in castrated female rats. Results are mean £ 5D,

Cyproterone e Bl Serum LW T Swrum FSH

10 mg/ gay /7 days

RP -1 tng/mL)
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PFSH
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Fig. 3 Serum gonadotropin inhibition of NET, 52-NET and 38,52-NET in cyproterone acetate primed
ammals. *P <0001 when compared with contro} post cyproterone acetate group.
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reduced derivatives were administered 10 CPA-
treated rats, As depicted, only the 38,52-NET
was able to decrease significantly (P <0.001)
the serum concentration of LH, whereas FSH
scrum concentrations did not exhibit major
changes though there was a slight decrease
after 3f,52-NET administration. thus suggest-
ing the estrogenic potency of 38,52-NET. There
was a lack of FSH inhibition after NET or
52-NET.

DISCUSSION

The results obtained in this study confirm and
extend previous observations on the mechanism
of ponadotropin inhibition of NET and pro-
vides {urther evidence on the biologicut activity
of two of ils metabolites, the 5x-NET and the
38.52-NET.

Previous  studies from  this group have
suggested that the estrogenic effects of NET are
probably due 1o the formation of non-phenolic
A-ring reduced metabolites which can interact
with cytosolic receptors other than the pro-
gesterone receptors [17-19). The demonstration
that 5x-NET can interact in viro with the
androgen intracellular receprors and that prefer-
entially but not exclusively the 3f.5x-NET
binds the estrogen receptors [20], coupled with
the data obtained on the induction of estrogen-
dependent progesterone receptors of the rat
anterior pituitary {21), and the enhanced in riro
antigonadotropic effect of NET reduced metab-
olites prompted us to undertake this study in
antiestrogen and antiandrogen primed rats.
Like the natural androgens, it is assumed that
NET undergoes extensive in vire metabolism in
the target tissues. The Sx-reduction, NET could
be further metabolized to the tetrahydroderiva-
tives such as 3x.52-NET and 3§,5x-NET by the
3x-hydroxysteroid dehydrogenase or 3ff-hy-
droxysteroid dehydrogenase {26]. While o large
entent ol 3x-diols could be oaidized by a revers-
ible reaction of the 3z-hydroxysterod dehydro-
genase, the formation of 3g-dioks led o the
rapid formation of maore polar steroids indicat-
ing that further reduction of 3f-diols occur
rather than oxidation (27}, These observations
are impertant {or interpreting our data sinee
interconversion between metabolies scems ta
oceur it is unfikely that 3P 3x-NET could he
oxidized to 5x-NET. However. in the case of
S2-NET it is possible that the etfects observed
in the present study are not onhy those of
32-NET but also the result of further reduction.

The finding that Tam pretreatment impaired
the gonadotropin inhibition of NET and 34.5x-
NET suggests that its effect is mediated via
the estrogen receptor. The antigonadotropic
effect of 52-NET was maintained in the pres-
ence of Tam thus indicating that 5x-NET as-
serts its action through interaction with a
different cytosolic receptor. This suggestion is
supported by the previous results indicating
high affinity of Sx-NET derivative for the intra-
cellular androgen receptors {20]. In order to
further confirm the androgen-like effect of Sx-
NET, CPA pretreated animals were treated
with NET or its metabolites. The observations
from these experiments indicated that under
antiandrogen treatment, 34.5x-NET  main-
tained its antigonadotropic activity whereas the
inhibitory effects of 52-NET was significantly
reduced.

The overall data suggests that the antigo-
nadotropic effects of NET are the result of
its A-ring reduction, leading to the formation
of 5x-NET and 38,5x-NET which exhibit
androgenic and estrogenic actions respectively
at the neuroendocrine level, The significance of
this results could explain the wide spectrum of
hormonal effects observed after the in vivo ad-
ministration of NET and can be useful in the
design of more potent and specific steroidal
contraceptives.
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