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l. RESUMEN 

Concientes de la necesidcul de desarrollar m(Lr y mejores métodos anticonceptivos que 

pen11ita11 controlar el crecimiento pob/acional, se dise1ió el prcseme estudio para evaluar 

principalmellle, la potencia antig011adotr6pica de dos derivados reducidos de noretisterona 

(NET): el 5a-NETy el 3]1,5a-NET, los cuales pudieran ser empleados e11 nuevas fom1ulaciones 

anticonceptiwzs a dosis menores que las usualmeme aplicadas de NET. 

La NET es una de las progestinas sintéticm más ampliamente utilizadas como 

anticoncepth•o a pesar de los efectos indeseables que se sabe provoca su emplea, ya sea en 

fonnulacione.s orales o inyectables; efectos que pensamos son resultado de su metabolismo. Es 

por esto que nos pareció importante estudiar la potencia progestacional de los derivados 

reducidos de NET y el mecanismo por el cual estos ejercen su actfridad biológica. 

El modelo de Ja rata castrada fue muy IÍti/ para evaluar el mecanismo y la potencia 

inlribiton'a de gona<lotropinas hipo[isiarias de los merabo/itos de NET; dado que presenta 

niveles elevados de LH y FSH, mí como ausencia de receptores para progesterona, condición 

bajo la cual la inhibición de gonadotropinas se realizarla vía receptores para estrógenos o 

receptores para andrógenos. Ambos deriwulos fueron activos en e.sic modelo, y por ello se 

añadió al diseíio experime111al de manera separada, wr antiestrógeno (acetato de ciproterona) 

o un allliandrógeno (tamoxijen), para poder discdmti1ar el dedvado y el receptor activos en 
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ctu/a caso. De esta manera .fe c·11contró que el derivado 5a-NET es un pote11tc inliihitlor de 

gonadotropinas, principalmellle de LH, a trm•es de su u11ió11 con el receptor de andrógenos y 

el derivado 3jJ,5a-NET mostró acti\•idad amigmuulotrópica \'Ía unión con el recepror para 

estrógt•nos. 

Basados en que el metabolito reducido 5a-NET es sucepti/Jle de posterior reducción a 

derivados 3a,5a y 3jJ,5a, planteamos como mejor altemmiva el empleo del den\•ado tetralzidro 

reducido 3fJ,5a-NET en nuel'a.f fomwlacio11e.\· anticmtceptiwu, el cual al ser administrado a 

dosis sf!1ttiblemente menores que NET pudiera tc•m•r menores efecto!i indesealJ/e.s con similar 

capacidad anticonccptil•a. 



II. INTUODUCCION 

l. ANTECEDENTES GENERALES: 

En el mio de 1859, se dió un fe11óme110 imponan1e en la /Jisloria de la J111ma11idad, 

aunque no fue apreciado inmediatame11te: por primera vez en millones de mios la población 

global swnó mil millones. Tomó e/Jlonces sólo 80 mios alcanzar el segundo millar de millones 

en 1930 y unos 30 aiios más tarde, en 1961 J.L' llegó a trfi mil millones. Postenºomrente bastaron 

iínicameme 15 mios para que .mmaran cuatro mil mil/011es y se necesitaron de 1 J a 12 mios 

para llegar a los cinco mil millones, en 1987. Día con díu la población mwulial se incrementa 

en unos 175,000 seres lwmanos y, de ucuerdo con las actlla/es proyecciones, puede alcanzar 

los ocho mil millones en algún momellto emre el mio 2020 y el 2030. Aféxico lw sido anfitrión 

de importames Conferencim lntemacionah•s sohre Població11, y de ellas surt:ierun declaraciones, 

como la de la Conferencia de Cocoyoc <.'11 197.J, la cual decía: "Los pro.rimos 30 mios traerán 

ww duplicación de la población mw1dial; orro mwulo encima de éste, igual en número, 

demandas y esperanzas': En 198.J durante la Segunda Conferencia de PoMación Afrmdial, 

dentro del Plan de Acción se declaró: "Se exhona a los Gobiernos y Agencias Donantes a que 

brinden mayores recursos a la inw!srigación biomédica en tecnología anticonceptiva, 

encamimu/a tanto a la seguridad como a la eficiencia de los métodos amiconceptivos existentes 

ast como al desarrollo de m1el'os mérotlos" (! ). 



J lace 20 mios los gobit'mus de siete países estalilecirron Programas de Planijicación 

Familiar, mientras que hoy e11 día. más de 120 gohiemos apoyan tales programm din•cta o 

i11directamente. Sin embargo, es ig11alme1tte cierto que de wr total de 600 mil!mu•.\ de parejas 

en edad rcproductfra que /Jabitlln en pm'.ves en 1•íaJ de dt!sam>llo, aproximadamente 500 

millones no están wilizando métodos adecuados para la rcgulacián de la fi!rtilidad ( 1 ). El 

siguiente cuadro muestra datos mwrdiales acerca 1frl cmph:o de los métodos mzticom:eptivos. 

Estimaciones Mwu/iales del empleo de Metodos 
pum la Regulación de la Fcnilidad 

(modificada: de 0,\IS 1978 y actualizada 1987) 

,\/ETODO 111 I L L O N E S D E 
USUARIAS 

Coito intemm1pido 
li-fétodos naturales (ritmo) 
Lactancia prolongada 
Alétodos de barrera (cmulón, diafragma) 
DispositÍl'os i11traweri11os (D/Us) 
A11tlconceptb·os hom1011a/es 
Esten'lización (en el varón y en la mujer) 
Aborto 

50-100 
15· 25 
15· 35 
60-100 
¡5. 30 
30· 60 

Los umic:onceptil'os de acdón prolongada, ra sean pí/dorm mcnmales, i11yec1ab/es 

men.males, bl o tn'mestrales, bnplames subdémzico.v, siJtemas lnrra11tcri11os o intmcl!n'ica/es, 

pertem•ce11 a la e/me de antico1Zc1.~pth•os estl'foidl!s (1). Los e.Heroides son compuestos que 

comlenen t•l sütema de anillo cic/ope11ta11operlzidro~Jemmtreno y difieren unos de otrm por la 

lmroducció11 de dohles enlaces emre ciertos pares de átomos de carbono, por la emracla de 



de substituyrntes en l'e.: de átomos de hidrógeno o por la adición de wr lipa específico de 

cadena lateral; en base a esto los csreroides se• clasifican como den'vados de ciertos 

hidrocarburos: C 18 es/rano, C 19 muirostano, C:!1 pregnano (2); de estos derii·adoJ los más 

empleados como amiccmcepth•os esreroides siméticos son las progestinas que den'l'lm de la 

molécula de 17a-OH progesterona (acetato de medm:dprogesterona (.MPA}, acetato de 

c/omzadbrona) de la sen'e C:!1 y aquella'i que derfrmr de la 19-nor-testoslerona (noretisterona 

(NET) , noretinodrel, /evonorgestrel) de la scn'e C1? 

Ciclopentanoper/1idrofe11m1tre110 
mícleo básico de los esteroides. 

En la búsqueda de fonnulaciones tmticom;eptfras más eficaces y de menos efectos 

colaterales se Iza trabajado desarrollando compuestos de fónnu/a similar a la progesterona, la 

cual desde que fue punficmia en 193./ por Butenumdt y JVestp/ia{, abn'ó wzu gran línea de 

Üll'estigación sobre la inhibición de la ovulación. Desde emonces se demostró que la 

progesterona de manera natural es capaz de inhibir los nfreles de gonadotropinas hipofz.siarias 

inhibiendo así la ovulación, pero por su rápida degradación por via oral, no ha sido posible 

emplearla como anticonceptÚ'o. 

La progesterona al igual que los cstrógenos juegan un papel impurtame demro del 

si'itema regulador denominado eje hipotcí!amo-ldpófi.si.s·ovario (figura 1 ). 



figura. l. 

Relroallment•cl6n 
n•g.atlva 

llnhlblelbn) 

Eje híputálamo-hipófisís~o"nrio 

H!p6!1a\1 •n llf/O:r 
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Los niveles de progcstero11a y estrógenos en mamíj11ros hembra son regulados por un 

complejo si:Stema dt• retroalimemacic'm cil'nomina:lo eje lzipotálamo-hipófislr-ol'Urio (Fgura /), 

en el cual juega un papel fundamental la hipófi.sú anterior que a su t'e= está conectada co11 el 

hipotálamo por medio d(' un .sistema de vasos sungwíreos. En las tenninadones nen•iosas del 

hipotálamo el pt•pt1i:lo liberador de gonadotropimu (LHRH), se encuentra demro de gránulos, 

en los cuales su liberación es regulada por eftxto.s estimulamorios o inhibitorio.r de los esteroides 

se.r11a/es, principalme!lle la progestemna y de dfrersos neurotransmisores (3), por un 

mecanismo que parece 110 estar mediado i·ía receptores. lcu célu/ar nen·io.rcu del hipotálamo 

al ser estimuladar, cfrscargmr el péptido liberador hipotalcimico, el cuCll emra por los wuos 

smzguínC'os y si~ une al n·ci·prvr dt! las células de la hipófiri'i tmten'or, cJto.'i receptores están 

ubicados en la nwmhrww plmmútica de las células ele la hipáfisú· y ejercen su t~fecto a traves 

de selic1/es o segundos llll'll.mjems; la actfraci/m u inicia con la unión de la lzomzona a su 

receptor específico, produciendo nue1·as seiiales o Sl'gwrdos mensajeros intrucelulnre.J que van 

a ejercer su efecto a ni11el citosólico o nuclear. La respuesta cC'lular que induce la unión 

/10m10naprotéicu-receptor es mediada por Al\IP cíclico de manera diferente en cada órgano 

blanco. Bajo d estímulo de las honnonm pmtéicas los nfreles de AA1P cíclico cambian hasta 

5 i•eces en scgu11dos y estos cambios dcsencmlenwz ww serie de reacciones específicas 

depe11diendo de la l10mtom1 y dd tipo de célula blanco. En el caro especifico de la Lf/RH, esta 

da como resultado la lihcracii)n ele la lwnnonu folículo estimulame ( FSI l). Gracias a la FSH, 

la cual ejerce su efecto vía receptores específicos membra11all's, el folículo crece en tamaiio y 

número de células. Lar céluftu foliculares secretan estr6genos que estimulan el crecimiento de 

la pared uterina y sus gltíndu/us, preparándose para la implantación del embrión, si el óvulo 
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es ferti/i:.culo. Los estróge11os también actúa11 t•n <!/ hipotálamo y t'll Ja /Jipófisi.'i: d mcccmúmo 

por el cual Ja.'i lwmumas csteroidcs ejercen sus efectos t'll la l1ipófi.\i'i es mediado \'Íll receptores, 

por wi mecanismo que se realiza a nil'I.![ gcnúmico. Los rl'ceprores para Jwmwmi:i esteroides 

prcseman grwi similitwl r esttin constituidos por cadenas polipe¡itítlirns de aproximadcmicnte 

800 amino ácidos distrifluidn.'i en lfl•s dnminio'i tlistilllos: el dominio carhoxilo tcn11i11af, al cual 

se une la Jirmnona: el dominio intennedio, al cual se une el DNA .\' el dominin aminotem1inal 

que actira la tranffripción tle genes . .-tlgunos receptores ¡mm liormomL'i csteruidcs están 

loca/hado.•; en ciw.wl numJo .\e e11cue111nm ilwctil'O.\~ micntrtL\' que otms están locaH:ados 

pri11cipalmente en el núcleo,· en c1wlq11it.•r ca.w la 1mion de la lwrmona l'steroidc con d receptor 

incremcllla la afinidad de e:ste por el D.V..1, pcrmitic11do t/IH' {~.\'tt' se 11m1 de mmu•ra C.\pecífica 

a secuencias de n11cleóticlos, lo rnal ocasiona q11e se actil·e o que c'n algunos cmo.\ S(' suprima 

la trmucnjJción de grnes que cada hormona L'Specífica regula; es <L~Í como los l!!itrógcnos 

actúan en la hipófüú reduciendo la secn.:cián de FS/f, la cual a .m \'e.: prol'oca una 

disminución en los nii1t!le:s de e.Hrágcnm por 1m mcc1mümo de retma/iment11ció11 negativa 

Cuando el fo/fculo madura los nú·C'fcs de FSI l dümi1111ye11 y d hipotálamo también por 

mecam:mw dt-' retroalimentación 111•gativ11 Ji/Jera fa homw1w liberadora ele la honnona 

l11tei11i:wme (LHRll), la cual hace que la hipójisfr anrcn'or secrete la lwn11011a ltlfeinizante 

(LH). La Lfl completa la maclurac:irín dd fn!iculv y el ó\'lllo, el foUculo mm/uro libera al 

óvulo demro ele/ cwiducto en donde es trmzsfomuuln por wm glándula eml6cri11a temporal, el 

cuerpo lúteo. Bajo la contimw e31i11wlt1riú11 ele L//, el cuerpo lúteo .!il'creta progeJterona. La 

progesterona actua induciendo el crecimiento ele la pared uterina ¡m:parúndose para recibir al 

embrión. En ausencia de fertilización del Ó\'ll/o y emhcm1w, el cuerpo ltíteo se degenera. Como 
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resultado de la disminución de los niveles circulantes de e.stróge1ws y progesterona se produce 

degeneración de la pared lllerina y se inicia la me1wnwción (4,5). 

Los resultados obtenidos en la elaboración de progeslinar sintéticas, han pennitido 

conocer que pequetias modificaciones en el anillo básica de la proge.s1ero11a, puede dar como 

resultado un aumento importallle en la potencia amiconceptiva asi como dú•ersas actividades 

tales como efecto androgénico, szitandrogénico, cmtiandrogénico, etc. (6), debiéndose realizar 

por esta ra=ón, estudios rigurosos que nos indiquen la dosis adecuada a la que deberá 

administrarse un compuesto para obtener el efecto a11ticonceprivo deseado (7,8). 

figura 2. 
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2. LA NORETISTERONA: 

2.1 Antceendcntcs de NET: 

Una de las progestinas sillléticas que se usan cotidianamell!e en la cltí1ica es un 

derivado químico de la 19-nortestosterona, fa 17a-etinil-17j1-/tidroxi-4-estren-3-ona ó 

noretüterona (NE.7], la cual fue sime1izada en Afé...xico por Djer<LSsi, Afiramomes y Rosenkranz 

en 19Sl (9). 

L,u primercu t'l'a/uaciones de la noretlrterona en animales ( 195./), moslmron que ero 

tUJ proge.rtágeno con alta capacidad de inhibir la oi•ulación (JO). Posteriomzentc (llertz y cols. 

1954, Jadryevic y col!.: /956, Pincus y cols. 1956, Sawuiers y cols. 1956) realizaron estudios para 

confinnar la potencia de NET y JU l'mpleo en el tratamiento de desórdenes me1wnwles y 

problemas de fertilidad ( 11 ). E1mulios clínicos con NET mostraron tftu! ésta era capaz de 

prot•ocar una inhibición tfectfra de la oi:ulación y era un regulador confiable de la 

memtnmción. Estos trabajos sirvieron de base para proponer a Ja NET como una altemativa 

viable para .wr empleada como anticoncep1i1 10. Eu esJos pn'meros esJUdios se ohsen•ó también 

que la NET preself/aba una ligera actividad estrogénica. efecto que .w mociñ e/l/oncrs a que 

las preparaciones eswban contaminadm con pequetuu camidades de estrógeno acJivo. El 

metabolismo de NET <~ll Ja mujer fue esJudiado hacia 1968, analizando Ja excreción de NET 

tn'tiado en plmma y on'na ( 12). 
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La NET es usada actualmeflte en muy diversas fonnulaciones y combinaciones con 

estrógenos. Dentro de los nombre comerciales de presentaciones omles tenemos el Anovlar 21 

(1111g NET + 0.05 mg estrógeno), Norace-1 (lmg NET + 0.02 mg estrógeno), Onho-No•'Um 

(0.5 mg NET + 0.1 mg estrógeno}, etc. Su fonnulación amiconcepti11a inyectable como 

enamato de noretisterona (en-NET) es usada por w1 millón de mujeres en cuarenta diferentes 

paises (I}. 

En las im•cstigaciones acerca de los ejectos de NET, se lw encomrado que además de 

su efecto progestacional ( 13) exhibe otros efectos tales como: actit•idad estrogénic~ androgénica 

y amihonnonal (1./-,15,16,17). Se lum plameado diferefltes hipótesis para explicar sus efectos, 

siendo una de las más relevantes la que ofrece una explicación a través de su biotransfonnación 

a metabolitos reducidos en el anillo A, pn'ncipalmeme los denºwulos 5a-NET, 3a,5a-NET y 

3fl,5a-NET. 

2.2 Propiedades ITsico-qufmicns de la NET: 

OH 

Fónnula desarrolla1ia (IBJ: CH, j .... c;CH 

r'-}"1 
H . 1 

o(~t~)~ 
Noretlsterona 
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Peso molecular (18): 298..12 g/mol. 

Punto fusión (18): Emre 220ºC y 208ºC. 

Solubilidad (18): Prácrkamcme insoluble en agua, .soluble l: 150 de a/eolio/, l: 90 

de acelona, J: 30 de c/orofonno, /: 5 de piridina, .soluble en 

divxano y ligeranu'IJle .soluble en cler. 

2.3 Efl.>clo antigonadotrópico de NET: 

Como índice de actividad progestacional se analizó la potencia cmtigonaclotrópica de 

NET en el lmmmw ( 19,20). Pata realizar este amílisi.:f en condiciones jisiológicm que pusieran 

de manifiesto c/arame1Ue la actividad de NET se eligió como modelo a la mujer post­

mcnopaúsica, dado que presenla niveles pcrsiste11teme111e elevados de gonadotropinas 

hipofisiaria'i (lfl y FS/I). Empl<•wulo en-NET y progeslcrona natural se demostró que NET 

ejerce una aclil'idad rmrigomulntrópica "" ta nmjr>r ¡mst-mnmpwísica no tmwda con 

e.Jtrógenos, .si'itrma n1 i•l cual Ja pro¡;cstcrona natural fue incapa:: de ejl'rccr este efecto, pues 

necesita Ja presencia de .m receptor específico, cuya síme.sis es regulada directameme por 

estrógeno (21,22), indicando que Ja capacidad antigonadotrópica d(~ NET se realiza por un 

mecanismo de acción diferente al de la proge.Ht'flNJcl nawral. 
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La capacidad mtti'gonadotrópica de NET podría Jia/Jerse explicado por .m potencia 

e!itrogénica o por su interacción con el receptor de mulrúgenos. Pura safJer si el efecto de NET 

se realiza t'Íll receptor de andrógenos se i11c/11yó en el eswdio otro modelo, el cual cstm•o 

co1r.stituido por individuos con pserulohennafroditisnw mlL'iculino y deficiencia heredada de 

receptor para mulrógenos , eJtO.'i pacielltes 1ambié11 presellltm nfrelcs efewulos de LH y FSH 

ruf como a1ue11cia de receptores de progesterona estrógeno dependientes. Los resultcufos 

obtenidos indicaron c¡11e el efecto antigonadotrópico de NET no es medicuio vfa receptor de 

andrógenos, dado que en aw;cncia del receptor especfjico, la NET }Íle capaz de dar w1 efecto 

wuigonadotrópico. 

2.4 Mecanismo de transporte de NET: 

El mecanismo de trmr.spone para eslll progestina ha sido investigado en el humano y 

en diferenles especies de mamíferos (rata, conejo y /Jol'inos) (23) a través de estudios de 

desplazamiento, en los cuales se valoró la capacidcu1 de NET para desplazar di/1idrotestosterona 

(DHT) y cortiso/ de sus respectivm g/obulinas transportm/orm SHBG y CBG. Estos datos 

demostraron fa capacidmJ de NET de interactuar con ambar proteínas plasmálicas 

transportadoras de esteroitles sexuales. 
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2.5 Efecto de NET sobre In unidad hipol:ilamo-hipólisis: 

Co11 olijcto de clarificar la actil'idad estrogt!nica de NET se ha itwestigado su efecto 

en la unidad hipotá/amo·hipó[rsis (24) evaluando la translocación del receptor de estrógeno al 

núcleo, encomrándose que el receptor citosólico de estradiol es trQJu{ocado u/ núcleo de las 

células lu"pofisian"as después de la admi11i.stració11 crónica in 1fro de NET a ralas hembras 

castradas. En pmebas de desplazamiento se encontró que la NET fue incapaz de desplazar 

estradiol tritiado de los receptores nucleares. La translocación del receptor de estrógenos se vió 

acompaiiada por la inhibición de honnona luteim"zante corroborándose mw1•a11iellle la 

capacidad antigonadotrópica de esta progestina. 

2.6 Efecto tipo estrógeno de NET: 

En base a eswdios rea/i.:ados en ratas castrmhL'i se Iza infomuulo el efecto tipo estrógeno 

de NET (25),en estos se inyectó tanto NETcomo 17f3-estradiol para ew1l11ar la respuesta sobre 

gonaliotropinas ltipojisiarfru posten"or a un pulso de LHRH, se encomró así, que el efecto 

inhibitorio sobre la actfridad de la lwnnona /Jipotalcímica, LHRH fue similar con la 

administración de NET y 17j3-estmdiol, mmtrmu/o de esta manera eme la mnléculn de NET 

posee wz efecto tipo estrógeno, el cual posten"omzcnte se explicará como efecto del metabofümo 

de esta progestina. 
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2.7 Metabolismo in vitro de NET: 

A través de estudios hioqufmicos se ha establecido que la NET se metaboliza ilJ..1i1m, 

como in.JiJ!!J a nivel de órganos blanCo (26) produciendo compuestos reducidos en el anillo A, 

los cuales se lum identificado en suero y orina de mujeres bajo tratamiento con NET (27). 

Estos datos indican la presencia de enzimas capaces de transfonnar la NET a otros metabolitos 

estnicturalmente diferentes, esto mmntlo a los hallazgos reportados acerca de sus diversas 

actividades nos pemrite deducir que el metabolismo de las proge.stinas sintéticas y las 

interacciones de estos productos de /Jio-c01wersión con los receptores putativos a e.steroides 

dentro de las células blanco puede modular y dirigir la expresión de sus actividades biológicas. 

2.8 Interacción de NET con rceeptores ciloplnsmáticos: 

Para ejercer su efecto a nivel de los órganos blanco, las lwnnotUL'i esteroides necesitan 

de la presencia de receptores intracelulares que penniten la imeracción de la lronnona con el 

genoma celular (28). 

Las investigaciones realizadas empleando los derivados de NET, han aportado nueva 

luz sobre el mecani.rmo de acción de las progestinas. En a,-ios recientes se infonnó la 

imemcción de NET y sus metabolitos 5a:-NET, 3a:,5a:-NET y 3ft,5a:-NET co11 receptores 
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citoplcwwíticos en órganos hhmco (29). Los rcmlwtlos obte11iclus con estos estudios de 

desplazamielllo de los receptores para lwn11onas esteroic/l!.S, demostraron qui! la potc11da 

compelitfra tle NET y sus derivados por sitios de unión a receptores citopla.muíticos de 

/Jon11011as estcroides, fiu~ dift:re11tt! tw sólo para cada n·ceptor sino también para cada 

compuesto e11 particular, la siguiente tabla m11e.~tra la afinidad de unión rdativa (RBA) entre 

cada t•steroide los receptores. 

Afinidad de Unión H.clath·u 

Esteroide 

NET 
5a-NET 
3a,5a-NET 
3j),5a-NET 
3a,3j)-NET 
l'rogesrt•rmia 
ORG-2058 
5a-DHT 
l?-1881 
l 7jJ-Estmdio/ 
-- ··---·-·---

Receptores de 
Progcs1t·ro1w 

11.2 
~.8 

< 0.1 
< 0.1 
< 0.1 

26 
/00 
mi 
mi 
mi 

·----·----··-----

Receptores de 
Amlrógenos 

8.1 
J.1.8 

< 0.1 
< 0.1 
< 0.1 

nd 
nd 

172 
100 
mi 

Rl'Ccptores de 
Esrrógcnos 

< IJ.l 
< 0.1 
< 0.1 

6.3 
< 0.1 

mi 
mi 
mi 
mi 

100 
---~-------·----

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

andrógeno natural, La testosterona, para la cual una reducción en pmición 5a proi•oca wr 

aumenlo en la comtmrte de afinidad por el receptor para mulrógenos y .m posterior reducción 

en po.~ición 3a,5a y JjJ.5a da como resulwdo dos metabolitos, el 3a,5a-andrmtmuliol que no 

tiene afinidad por el receptor para mulrágt•110s y presenta poca afinidad por el receptor para 

estrógenos, y el deriwulo 3j3,5a-mulroJtmuliol que no tiene afinidad por el receptor para 

andrógenos pero que presenta gran ajinü/ad por el receptor para t'Strógenos (30). 
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2.9 Acth·idad estrogénica de derh:ndos de NET: 

La transfonnación de NET a sm dcrfrados neutros tetrahil/ros reducidos en el anillo A 

(Ja,Sa-NET y 3jJ,5a-NET) y su i111cmcció11 con el receptor de estrógenoJ¡ fue w1 hallazgo 

importallle que condujo a la rculi=adón de llllCl'OS estudios. La posi/Jlc actividad estrogénica 

de los derivados 3a,5a-NET y 3j1.5a-NET se eswdfr) valorando su capacidad Je inducir 

receptores de progestermza estrógeno dependientes (31,32,21), empleando como modelo 

experimental a la rata ovan'ectmni:cultL Los resultados obtenidos demostraron que la 

allmini.ftración <fo 3jl,5a-NET indujo la sfmcsis de rt'Ceptores de progesterona estrógeno 

dependiemes en la liipófirL'i amerior de la rata. Los receptores para progesterona inducidos por 

3f1,5a-NET nzoJtraron proph·dwlcJ fúico-químic<L~· y de unúJ11 simihm:s a las prescnuulas por 

los recepturl's inducidos por estradif?l. Por su pane el den'i-<1do Ja,5a-NET presentó un efecto 

amagónica con respecto a .m alcohol i.\ómero Jp. De esta mwzera se demostró que el den'11ado 

tetralzidro reducido JJJ,5a de NET, qoe 110 posee anillo fenólico en :w estrnctura, es capaz de 

inducir respuesta típicameJtle estrogénica vía receptor para c~strógenos. 

la actfridad e.strogénica del Jft,5a-NET también /la sido confimwda al demostrar que es 

capa:. de adelantar la pubertad medida como la apenura i•aginal y ciclicidml reproductiva en 

ratar, de la misma manera que lo hace el estmdio/ (E-i) (33). 
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111. HIPOTF:SIS DEL THAllAJO 

Siemlo la p/anificación familiar un tema de actualidad en lo.\ paises subdesannllmlos ó en 

vfas de desa"ol/o como México (l,3.J), la im'estigación amiconceptim adquiere particular 

relevm1cia. Por ello en el presellle trahajo se pretende e1•alllar la potencia untigo'1adotrópica de 

los den'vados de una prDRCJlimi sintética ya cmwcida. In NET, la cual se Jw t.!mpleado como 

anticoncqlfivo por nuh de 30 aiios. 

Losden'1,ados de NETrcducidos en el anillo A, 5a-NET, 3a,5a-NETy 3jJ,5a-NET pwiiera11 

ser empleados también como wuiconceptfros, pao para ello deberá probarse ampliamellle su 

actividad pmgestacimwl }/o amigomulotrópica al igual que la ausencia de efectos imleJeabfos. 

Teniendo como base los estudios efa•ct11aJm por 11arios gmpm de trabajo respecto a NET, 

en los que se lw inwstigado la capacidad de esta progesrina de inhibir gonadotropinas 

(19,20,25), .m mecanismo dr. tmmporte e imemcción con las proteínas transportadoras de 

liomzonas esteroides (23.35), así como .m metalJOlismo (27,33), y la unión de NET y sus 

derivados a nxt~ptores cito plasmáticos (29). Se p/ameú como hipótesis del preseme rra/Jajo la 

siguiente: Una reducción en la pmición Sa de la molécula de NET (dcrfrado de la 19-

Nortestosterona), amnelllarfa s11 potencia amigonudotrópicu de manera análoga a lo que sucede 

con w1 esferoide natural como la tt•stnsterona. Pll drmdt• 111w reducción en la posición 5a 

provoca w1 aumento en la potn1cia tÍl' la molécula e incrcmema .m capaddrul de unión al 

receptor de andrógeno (36,37,38,39,./0). 
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Con respecto a los deriwulos 3a,5a-NET }' 3fl,5a-NET. de los cuales se lw reponado su 

illlemcción con el receptor de f'Strógenos (29), poddamos suponer que si existe actividad 

antigonadotrópica será vía receptor de esrrógenos, como sucede ele manera nalllral con el 

estradiol 

El empleo de wr tmwmielllo prrl'IO con amimulrógcno (acetmo de ciproterona) y 

cmtiestrógC'no (lamoxife11) podría ayudamos a dilucidar y clarificar d mecanismo de acción por 

el cual estos den·vados rt'ducidos 5a NETy 3j1,5a NET, pudieran ejl'fcer una inhibición de los 

niveles de gmwdorropi11as hipofi.\ian·as ( 41 ). 

El modelo de la rara adulta cmtrada, seleccionado para este trabajo. parece ser prácrico y 

accesible para reali:ar 11ucJtrv es111dio, no solamente por presemar niveles e/evado.'i de 

gonadotropimu, sino también por presentar ausencia de receptores para progesterona estrógeno 

ind11cib/es (19). 

En base a lo antes mencionado, el presellte eswdio tm•o como objetivo: "Evaluar la potencia 

i11hibitoria de gonadotropinas liipojisiarias (honnona lmeini:.ante )' lzon11om1 folículo 

estimulante), ejercida por la 11oretúterona (NET) y .'iUS den"t•ados rcducida<i en el anillo A, 5a­

NET, 3jJ,5a·NET )' 3a,5a·NET c11 la rata': 
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IV. MATERIAL\' METOIJOS 

l. REACTIVOS. 

1.1 Los siguiemes reactims se olw1dt'ron i/e Sigma Chemical Compu11y (Sr. Lmús, MO.): 

Sephadex G-100-120 (G/00-120), Fmfmo tic Sodio 1\fo11ohásico Anhidro (S-0751), 

Fosfato de Sodio Dihúsico Anhitlro (S-0876), C/omro de Sodio (S-9625), Azida de Sodio 

(S-2002), gamma-glolmli11a (G-0261 ), Alhumina ( A-8022), Gelatina (G-9382), Timerosal 

(T-5125). Aceite de Maíz (C-8267), E/JJ:.1 (ED255), Clom111i110 T (C-9887), Bisuljito de 

Sodio (S-9000) 

1.2 Tamoxifcn (TAM), (Trans-(1-P-jJ-dimctilamino etoxifenil)·l,2-difenillmtil-J-01w), fue 

obtenido de lmpt•rial Chemicat lmlmtn"cs. Afm:clesfie/d, Chcshire, hzglate"rL 

1.3 Acetato de Ciproterona (AcCYP), C/,2a-11ietile110-6-cloro-3, 20 -dioxo-.f,6-preg11a11tlieno· 

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

1.4 La Noretisterona (NET), ( /7a·etinilo-17j1-hiclroxi-./-estrc110-J-011a1 con una pureza mayor 

al 98%), fue donada por Slu:ring Mc.'Cicww, Mé..tico. 
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1.5 La preparación de 5a·NET se efectuó a partir de NET con un alto grado de pureza. La 

reducción de NET se logra por medio de la reacción de litio en amoniaco líquido; sin 

embargo se obtiene siempre como sub-producto el compuesto de reducción de la triple 

ligadura en C-17. Con el propósito de minimi:ar la fomwción de este co111ami11a111e, 

Bowers y Cols. (42) utilizaron una mezcla de INrallidro furmw-tolueno como co-sohiente 

en la reacción de litio-amoniaco líquido y olmwieron ww co11tami11ación del JOrí1:. 

Durante el curso de estr estudio, S<' illl'cstigó en detalle t'Jta reacción, enco11trt111dose que 

diversos factores pueden afectar la fomwción dd co111amina11te. Entre éstos se incluyen 

la \•elocidad de adición de litio a la me:c/a de so/i·eme, d secado del amoniaco líquido, 

el e.rcc.w de litio wili:ado y el tiempo de rcaccián. Optimizando estas \!ariables se logró 

obtener 5a-NET con iuw mfnima contaminación (5%). La ¡mrificaci(m de 5a·NET se 

realizó por recristali:aciones sucesivas. Los cn'stales hfam:os ohtenidos a partir de lzexano­

acetato de etilo, mostraron las siguie111es constantes: pulllo de fusión: 225ºC. indice de 

rotación /aJn (clorofomw)= +5.5º. Resonancia magnética nuclear: /CDC13/ 2.57 ppm 

(S, 111); 0.9 ppm (S, 311). Se o/Jwvo e11idc11cia adicional de pureza qufmica mediante el 

análisis de la conducta cromatográfica del compuesto en cmmatogmfía gas·líquido y de 

alta presión. La fomzación de 5a-NET f11e de 85%. 

t.6 La ohtención de los dos tetrahidros isómeros Ja, 5a·NET y 3fl, 5cr·NET se efectuó a 

partir de 5a-NET q11í111ica111e11te p11nL La reducción del gnipo 3-oxo de la 5a-NET se 

realizó por medio de boro/Jidmro de sodio en metano! como lzabía sido infonnado por 
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Bowers y Cols. (./2). Estos investigadores, sin embargo solo obtuvieron el alcohol Jfl, 

mientras que en este estwlio se obtzwo ww mezcla de aproximadamente 85-90o/o del 

alcohol 3jJ y 10-15% de alcolwl Ja. La separació11 de los alcolwles isoméricos se llevó 

a cabo por 111edio de cro111atografía f11uh (4J) y la ide111idad de estos productos se 

estableció por mérodos espectroscópicos, principalmeme el espectro de resonancia 

magnética nuclear de hidrógeno, donde se pudo observar claramellte la diferencia de 

desplaza111ie11to qul111ico del hidróge110 e11 C-J (J.5 pp111 para el alcohol 3JJ }' ./.17 ppm 

para el isomcro Ja). Debido a la necesidad de colltar con mayores cantidades del alcohol 

Ja y evitar la separación de los isámeros, se probó el hidruro doble de litio y aluminio 

en tetrahidro furann. sin emhargo, los resulwdos fueron similares. Posterionnente, cuando 

se usó como reactil'o reductor el ''selectn'dc" de litio (./.J), se obtu\'O wzu mezcla de 95% 

de a/colwl Ja y 5% de a/colwl JjJ. Estos resultados parecieran deberse a la falta del 

¡;mpo metilo-19 que pem1ite que el reacthio se aproxime por Ja cara jJ de la molécula y 

se /leve a cabo wJ ataque ecuatorial. La'i constantes de /os tetraliidro-alcolw/es fueron: 

Ja, 5a-NET= p1111to de f11sión 117ºC, í11dice de rotación [a/0 (c/orofomw)= 1.56~ 

reso11m1cia 11111g11ética1111c/ear (CD30D)ó: J.98 pp111 (111, JH, JH); 2.6ppm (S, JH); O.~ 

pp111 (S, 3/i) )'para el 3fl, 5a-NET= pulllo de fusió11 = 19l"C, índice de rotació11 [a/ 0 

(Clorofomro) = -25º, resona11cia 111ag11ética 1111c/ear(CD30D)ó: 3.45 pp111 (b.m., JH, 3H); 

2.77 ppnr (S, JH); 0.82 pp111 (S, JH). Fina/me/lle se dctem1i11ó la co11ducta de estos 

compuestos en cromatografía de alta presión y gas-líquido. 



t.7 Los reactú•os nccesan·os para mamar el mdioinmrmoamílisis (RIA) dt• Jwnnona 

/11tei11izante de rata (Llfr) )' lwnnona folículo estimulante de rata (FSHr) fueron 

obtenidos de las siguientes fuentc~s: 

1.7.J Reactivos donados por Tlw National lnstitute of Diaberes & Digestive & Kidncy 

Diseases (NIDDT), Baltimore Mar)'lmul, U.S.A.: estándar de yodación de FSH 

(NIDDK-rFSH-/-8), anticuerpo de conejo anti FS/fr (NIDDK-a111i-rFS/f-S-ll), 

estándar de referencia de FS/lr (NIDDK-rFS/i-RP-1), estdudur de yodació11 de 

U/r (NIDDK-rLll-1-8), a111ic1t<'rpn de conejo anti Ulr (N/DDK-cmti-rL/J-S-10), 

estándar de referencia ele L/lr (NIDDK-rLH-UP-1). 

J. 7.2 Los sueros comroles de L/-/r }' FSJ/r se prepararon en Juue u sueros de ratas 

atlu/uu ctWradas, los cuales .'ic mwwivieron c011gdados a ·20ºC llasta su uso. 

1.7.3 El yodo radioactboo 1 1~ (IMS-30) fue comprallo a Amerslwm lntemational, 

Buckinghamshire, Englmul con una actividad especifica promedio de 15 µ Ci 

1'"/µg. 

l. 7.4 Segundo amicuerpo: Se preparó como segundo anticuerpo en nuestro laboratorio 

ww gamma-globulina de {Jo"ego dirigida cott contra una gamma-globulina de 

cmrejo purificada. 
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2. ANIMALES UE EXPERl~IENTACION: 

Para todm las pmchm se emph!amn ratas hembras y 111aclws de la ct•pa B'ürar, de 200 ·250 

g de peso; ltLS cuales J1.! criaron eu ('/ hiotuio del lnstiww Nacional de la Nutrición Safrmlor 

Zubirún y fueron mantmidm en ciclo'> de /./ horas de luz J' JO lwrm de o.<;cwidad. Los 

requerimientos de comüla y agua fueron pmporcionwlos 11tllih.iWlll· Los animales se cmtraron 

15 días ames del tratamiL•mo 111cdia1111• el procedimiemo de ort¡uidectomía bilateral para los 

moc/10J y a IHff1..:s dt' m·lm'ectomia i•ia iluiciú11 en ambos cmtwios en d CUJo de las hembras. 

J. RAUIOIN~llJNOANALISIS DE Lllr Y FSllr: 

La técnica de radioinmunnmuílisis (U/A) fue de.mn-ollada por Yalow y Bcrson en 1960 (45) 

y se ham en la cnmpctcncia rmre la .mhstm1cia a cwmtijicar (ana!ito) y el anúlago marcado 

radioactframellft.• (marca) por 1111<1 ccmtidwl limitada de sitios de unión del amicuerpo. La 

camiclad de marca unida al ,mricucrpo es im·ersm11c11ll' proporcional a la concemmción del 

analito (-16). 

En el presente trabajo se utilizó como método de separación emre la fracció11 libre y la unida, 

fa técnica de doble anticuerpo en la cual un segundo anticuerpo o anricucrpo gammaglobulina 

se t!mp/ea pam lograr ww pr!!cijiitaciih1 !!Spt!cífica dt' fo fmcció11 1111ida (-17). 
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El RIA para cada mra de las gmuuJotropitulS se estandarizó en nuestro lalioratodo usando 

reactivos de NIDDK ele la siguiente mmwra: 

3.1 Amortiguador de ensayo: 

Amortiguador de fosfato de sodio O.O! M, NaCl 150 mM, czzida ele sodio 15 mM como 

co1ir;cn•atlor, p/-1 7.6 mlicimzado tle EDTA O.J ~I, all11ími110 sérica bovina (BSA) (200 

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

3.2 Prepnraci(m de primeros anticuerpos: 

Los primeros tlllticucrpos o gcmrmnglo/Julínm anti Lflr }'anti FSHr preparados en conejo, 

fueran proporcio11ado.fj por NJDDK. )'se diluyeron con d umortiguculor de ensayo a una 

dilr1ción final de: LHr 1: J 80, 000 )' FSHr /: 125,000. El porcentaje de rcaccióri cmzada emre 

ambas homumcL'i fue menor a 0.05 o/r, según lo reportado por N!DDK para estos 

anticuerpos. 

3.3 M11rcnción de LHr y FSHr con 11
'-': 

Ambru honnona.r; LHr y FSflr se marcaron en nuestro lalwraum·o c011 1125 usando la 

técnica de la cloramina T (48), método por el cual lru tirosimis prcsemes en la protefna son 

oxidadas por la clommina T para permitir la incorporación de 1125 en esra molécula; la 

reacción es detenida por la atlicción de wi agente reducror, metabLmlfiro de sodio. hfedianre 

una posterior eluciúri es posible.· separar en cada ecuo Ja lwnnona unida a 1125 libre. 
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Tanto ele LH como de FSfl se yodaro11 5µg cfüuduu en amortiguador ele fosfatos pll 7.6, 

umndo el procedimiemo l!Squernatizado e11 los sig11ie11te.'i dia¡.;ramas: 

Contcu 
CPM 

Lflr 5 µg/50 µ/ 
+ 

l'"' l 11Ci/ µ/ 
J 

CLT 15 µ1(5mg/3ml) 
1 

30 ·agitar 
+ 

MbNa 50 ml(l 511g/l0111/) 
J 

JOn agitar 
1 

Depositar columna de 
Sepl111dex G-100 

J 
Colectar fracciones 
de 1 mi cada una 

Contar 
Cl'M 

FSI/r 25 µg/25 µI 
+ 

11
"' l µCi/ µ/ 

J 
CLT 10 µ/( 5mg/20ml) 

1 
60" agitar 

+ 
MbNa 50ml(l011g/111/) 

J 
10" agitar 

J 
Dt!positar columna dL' 
Sep/111dex G-100 

J 
Colectar fracciones 
de 1 mi cada una 

La actividad específica promedio logmdafue de 45 µCi/µ¡;y 98 µCi/µg para Llfry FSl/r 

respectivameme. 

3.4 Preparación de estándares de LHr y t"SHr: 

Los estándares de NJDDK paro I ... llr y FSl/r se diluyeron empleando el amortiguador de 

ensayo al /Jacer lcu dobles diluciones para lograr las siguie11tcs concentraciones: 

FSl/r 1000, 500, 250, 125, 625, 31.25 ng/ml 

Llfr 1000, 500, 250, 125, 625, 31.25 ng/ml 
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3.5 Protocolo de RIA pura LHr y FSHr 

REACTIVOS 

Estándar¡ control, 

EST. 
µ/ 

desconocido 100 

Primer 
anticuerpo 

Homrotuz 1125 

Amortiguador 

Segundo anticuerpo 

200 

100 

diluido 1:10 200 

Agua desti/cu/a 

llo 
µl 

100 

100 

2011 

Incubar 24 h T.A. 

200 

l ricubar 4 /J T.A. 

mi 

UNE 
µl 

100 

300 

200 

Cenmfugar 3000 rpm 30 mitL ·l°C. 

EST = estándar UNE = unión 110 especfjica 

Bo = unión nuh:ima CT = cuenta lata! 

CT 
µl 

100 

El sobrenculmzte se descartó por decantación y se limpiaron cuidadosamente las paredes de 

los tubos con wi aplicador, evitando tocar el fondo del tubo. La radiactividml se cuantificó 

en un contador de centelleo para ratliaciones gamma (Cristal 5000, Packard, U.S.A). 
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3.6 Control de cnlidud: 

Gracias a la cumuijicacifm que en cada RIA de Lllr }' FSJ-lr se efectuó de los sueros 

controles preparados con suero de mtm castradas se logró dctem1i1tt1r el coeficiente de 

variaci6n (C.V.) intra e inter aná/isif para am/J(L'i gomulotropinm (49). 

LHr 

FSflr 

% C. V imra-a!J.fil.iill 

6.3 

·l.O 

4. TRATAMIENTO HORMONAL. 

4.1 Erecto nnti~onudotrópico de NET y sus derivados. 

8.9 

9.5 

Los l!Sf(•roides a empleados NET, 5a-i°"V'E1; 3a,5a-NET )' 3jJ,5a-NE'J: se disolvieron en aceüe 

de maíz y .H.' inyectaron eu la pane proximal de la extremidad posten·or \'Ía subcwánea durante 

7 díw; comecutims. El tratamielllo y l.1 dosis que recibió cada gmpo de raras castradas se 

especifican en los siguiemes cuadros: 
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4.1.1: 
---------------·-------

GRUPO ESTERO/DE DOSIS ADMINISTRADAS 

a NET 50 µg/100 µl/dla 
b NET 75 µg/100 µl/dla 
e NET 150 µg/100 µl/dla 
d NET 300 µg/100 µl/dla 

NET 500 µg/100 µl/dla 
f NET 1000 µg/100 µ l/dfa 
g \•ehfcu/o 

-------·----------

4.1.2: 
----·------·------

GRUPO ESTERO/DE DOSIS ADMINISTRADAS 

a 5a·NET 50 µg/100 µ!/día 
b 5a-NET 75 µg/100 µl/dla 
e Sa-NET 150 µg/100 µ//día 
d Sa-NET 300 µg/100 µ//día 

5a-NET 500 µg/100 µl/dla 
I w!11fculo 

-·--·--------·------

4.1.3: 
------

GRUPO ESTERO/DE DOSIS ADMINISTRADAS 

a 3jJ,5a-NET 50 µg/100 µl/día 
b 3f3,5a-NET 75 µg/100 µ//día 
e 3f3,5a-NET 150 µg/100 µ!/día 
d 3f3,5a-NET 300 µg/100 µ!/día 

3f3,5a-NET 500 µg/100 µl/dla 
I vehículo 
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4.1.4: 

GRUPO 

a 
b 
c 
d 
e 
f 

ESTERO ID E 

3a,5a·NET 
3a,5a-NET 
3a,5a-NET 
3a,5a-NET 
3a,5a-NET 

DOSIS ADMINISTRADAS 

50 µg/100 111/dw 
75 µg/100 µl/dla 

150 µg/100 µl/d{a 
300 µg/100 µl/dla 
500 11g¡100 µl/dw 

ve/1(culo 

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

correspondienles los cuales se congelaron a ·20 "C liasta su cuantificación. 

4.2 Erecto antlgonadotróplco de NET y sus derivados en presencia de antlestróeeno. 

Grupos de ratas castrudas liembras o machos fueron tratadas con tamoxifen disuelto en 

solución salina fisiológica, a una dosis de 200 µg/dfa durante cualro dla.s conseculivos al 

término de los cuales se aplicó el esteroide correspondiente a cada tratamiento en dosis Wlica 

disuelto en aceile de maíz. Los grupos de 6 ralas se distribuyeron empleando el siguienle 

esquema: 

RQJas Macho Castradas: 

Grupo 

a 
b 
c 

Dosis de 
Antiesrr6geno 

TAM 200 µg/d/4d 
TAM 200 µg/d/4d 
TAM 200 µg/d/4d 
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4"D{aDosis 
Esteroúk 

511-NET 0.5 mg/100 ¡il 
3ft,511-NET 0.5mg/100 ¡il 

vehfculo 



Ratas Hembras Castrodas: 

Grnpo 

a 
b 
e 
d 

Dosis de 
Antiestr6geno 

TAM 200 µg/d/4d 
TAM 2()() µg/d/4d 
TAM 2()() µg/d/4d 
TAM 2()() µg/d/4d 

4° Día Dosis 
Esteroide 

NET 0.5 mg/J(}() µI 
5a-NET 0.5mg/IOO µI 

3ft,5a-NET 0.5 mg/J()() µI 
ve/Jlculo 

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

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

4.3 Erecto anllgonadotróplco de NET y sus derivados en p.,,sencla de antlandrógeno. 

4.3.J. Optimización de la dosis de Acetato de Ciproterona. 

A grupos de 6 ratas castrodas se les administró el antiandrógeno acetato de ciproterona disuelto 

en aceile de maíz, en dosis de 1 mg/J()() µI y 2 mg/J()() µ~ durante 7 días consecuJivos. 

Grnpo 

a 

b 

Dosis antiandrógeno 

Ac-CYP 1 mg/d/7 

Ac-CYP 2 mg/d/7 
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Al finalizar el tratamiemo los animaft>s se decapitaron }' las muestras de suero se 

congelaron a -20 ºC hasta .HJ cwmtificacióu. 

4.3.2. Tratamicmo con AcC)'P s1·g11ido 1fr NET, 5a-NET y 3/J,5a-NET: 

Tamo NET como .ws derfrmlos Sa NET y 3/1 5a NET se prepararon mando aceite de 

maíz 100 mi por dosis única. St• emplearon tumo rmas cmtradas hembras como macizos en 

gmpos de 6 animales elegidos al ccor y tratw/m- de acuwdo al s~¡;tticnt" esquema: 

Gmpo 

a 
b 
e 
d 

Dosis A11timulrógeno 

AcCY/' 1 111g/d/7d 
AcCY/' 1 mg/d/7d 
,1ccrr 1 111g/d/7d 

7º Día Dmis 
cstcroide 

NET 0.5 mg/100 µl/d 
5a-NET 0.5 mg/100 µl/d 

3]3,5a-NET 0.5 mg/100 1•1/d 
1·eliículo 

Al finali:.nr el tratamiento .n• decapitaron los animales cuatro horas después de la 

aduzinistraci{m de SET y .ms mllt1buliro.,, Lw nwejfl(fj Je .\W!IU je cu11gdaro11 a -20 "C luwa 

.m cua11tificació11. 



5. PRUEBA ESTADISTICA. 

La pmeha estadística que se utili:ó para comparar lar concentraciones de 

gonadotropinas en los sueros de rataJ smm•tidos a los diferemes tratamientos fue la "t~. 

de Stude111 (SO). 

x, x, 

s' 1 s,' 

n, n, 

donde: X = Afedia muestra/ 

S = Dcn·iación e.uándar 

n = Número de dato.t 

gl = "• + 112 ~ 2 

35 



\'. RESULTADOS 

La capacidad de /\'ET )' .ms mewhofitos reduciclm· t'll d a11illo-A, cfo i11hi/Jir 

gonadotropinas en 1!l modelo de la rata clL'itrada se e\'ll[uó di! arnerdo a los tratamienros ya 

enunciados. 

Todm fm muestras obtenida<: fueron cua111ificmlas por RIA de doble muicuapo, para 

el cual .se }'Odarcm tanto LI Ir)' FSI Ir con !115
, siguiendo el protocolo desc.:riro e11 la sección de 

matcn'al y método. Como re.udtatios de los marcajes tenemos en la figura 3 y la figura .J dos 

curvas tipo en fm cuales se observa f'i pmró11 de d11ciót1 de cada wu1 de las gonadotmpinm 

marcadas. 

figura J. 

CPM X 1000 
1oor 
go~ 
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10~ 
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¡\ '"'" "' / \ 
'' ' 1 

/ \ / \ ¡ \ _____ / \'--...__ 
00'-~~~~,~o~~,~.~~,-o~~,.--=::::::~30~~30 

Nº fracción 
Pafil 1fr cf11dó11 Je L/Jr.(1~t'll columna '11..' scpl1adc.i: G-100. 
Los pmd1H./O.> 1k ri.:acáó11 se ~rpararn11 d11yc11tlo i:o11 
am0Ttig1101/nr fmfo salino pll 7.6 y d Wll/t'llido 1k 
r11tliuctil'ido.JJ para cada fr11rcil111 f1' midió c111111rmuador1k 
radiucic'111 ¡;011111111. 
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CPM X 1000 
25 

20 
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FSHr.i 1Hi 

10 
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figuro 4. 

o w w ro ~ m 
Nº fracción 

Perfil de d11ció11 de FS/fr.f1 2S t'll colwmw de scpl1ada G· 
100. Los producws de r~·acció11 se separaron duyt'11do cm1 
amortiguaiJnr fosfa salino pi! 7.6 y liJ radiactiiidaJ para 
cada fracciú11 se midiú t'll 1111 contador de radiaciti11 ¡.;amma. 
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La fraccion 8 para LHr mi como la JO)' 11 pClm FSJ/r de los marcajes presentados en las 

figuras 3 r ./, se recalectaro11 }' secnnge/aron a -20"C hasta.muso. La actividad específica para 

LHr-11°" fue de 33 Ci/ g y la de FSHr-1"" de 97 Cl/ g. 

El RIA para ctula go11adutropi11a de rata se cstandan'zó, según lm imliccufo en Material y 

Afétodos . Lm figuras 5 y 6 m1w.'itrtm hu cun•as estándar tipo obtenidas para cada 

gonadotropina, las cuales presentan paránwtrm aceprnbles en wr RIA. 
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% Bo 

figura 5. 

% Bo 

figura 6. 

........ 

10 l9íi 
Dósis 

Curva estándar para l/fr. La c11n·a presema 1m 
desp/a:amicnt11 uccprable en todos sus pwrtos y una 
pcmficme J.: -0.90. 

- ~.--;_. ____ _ 
-~-l: 

. ·· ... ""· .. -
'>, 

!O 

Cim·a estándar paro Ll/r. La cim•a presenta 1111 

despla:omiclllo óptimo en todos sus puntos con wra 
pendiente de .J.O. 
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El primer tratamiento efecruado con ratas machos castmda.r, realizado para cuantificar el 

efecto de la admini<;fración crónica dt• NET, .'la-NET, 3JJ,5a-NET y 3a,5a-NET sobre las 

go11adotropi11as hipo[i.siaria.r L.! Ir y FSI Ir, aportó los resultados preselllados en la figura 7 y S. 

Las dosis de NET de 50, 75, 150, 300 y 500 µg 110 tuviero11 efecto sobre los 11i1•eles de 

gonadotropinas, al aumentar la ilo.rificación diaria a 1000 µg se logró la inhibición de ambas 

gonadotropina.r . 

El empleo de 5a-NET resultó en una disminución de la concemración de Lflr y FSHr en todas 

/as dosis superiores a 75 µg/d/7. 

figura 7. Efi·cto tic la do.sis de 50,75y 1501Jgudmi11istrada por 7 días 
de NET y .ms derfrmJos reducidos e11 el anillo A, sobre los 
nii'clcs .:11 suero de Lllr y FSllr e11 Ja rara macho castrada. 
los resulwdos mui!stru11 d X± SEM. •p< 0.05, •• p< 0.01. 
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A la do:i;is de 500 µg, 5a·SET fiu• capa:: ele inlúhir a11uhL'i gont1:1otropi11a.; hi¡;,1.fisimim· con 

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

El tratamiento con d den"i'fldD reducido 3jJ.5a·NET clió como resultado 1111n inhibición de 

ambas gonadotropiluu a una dost:'i de 500 µgjd/7d, con tuul sig11ijica11cia estadútica de 

p < 0.005 para lllr y O.O! para FS/-lr, a lar otras dosis rulmini.rrmdm de d derivado 3a,5a· 

NET 110 fueron capaces de inhibir los 11il,ele:¡ ele las gonadotropinm hipofisiarias, como se 

muestra l'fl la ¡Igum 8. 

"'°L 
~~mu1 '1'-l""'· 

7 ~ BOO • 

~\ ~ .. ~ ::: I 600· 

~ qoo-

rn :: 200 

T :¡¡ 2000

1 
g;: ~2000 

1 -= 1500 -

~ IODO -
u. 

500 

jig1tra8. Efeclo tic la tfosir crónica ele 300 y 500 µ¡: Út' NET y sus 
deriwulos reducidos e11 d anillo A. snh"' los 11i1·e/es Cll J/u·ro 
de L!lr y FSl/r t'll Id r!lta macho c'mrada. Lm resultadoJ 
1mustra11 J!± SEM. •p < 0.05, •• p < 0.01, ••• p < 0.005. 
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La administración de 200 µg/4 días tamoxifen a los gmpos de ratas machos Y hembras 

adultos castrados, como tratamiento previo a la administración de una dosis única de 5a-NET 

y 3fl,5a·NET fue seguido de un tiempo de cuatro horas, para la toma de muestra sanguínea. 

tiempo suficiente para que ocu"a la mayor inhibición de gonadotropinas bajo la cuiminlrtración 

de NET (24). E11 la figura 9 se muestra el efecto ele una dosis única de 5a-NET sobre las ratas 

machos castrculas posterior al tratmnicnto con el antiestrógeno; la porencia inhibitan·a de 5a-

NET sobre la LHres clara, con una p < 0.01. La administración de una única dosis de 3jJ,5a-

NET a wi gmpo ele amina/es trarados con tamoxlfen por .J dfar, no fu<: capaz de disminuir los 

niveles de LHr en el tratamiento de ratm machos cmtrmlas. 

~ 
"' .: 

;¡_ 
o: 
:¡ 

figura 9. 
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Tnmoxlfen 5tCNET 4'J, 5CCNET 

fTT1 

,", ,", 

control 
pre post 

4h después 

E/cero de 5:1.-NET y 3f1,5:t·NET sobre (a co11cc11tració11 de 
LHr en la rata macho ca.tirada, prc1'io tratamiento con 
~1~t~s~ról[J~~ por 4 dios. Los rcs1dtados m11cstra11 _J[ ± SD. 
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El mismo trmamh:mo aplicado a rat1L\' hemhrm ctwnldas (fig.JU) mm:srm rcsultaúos t/lte 

co"e/acionan con los timos de mtar machos; 5a·NET posterior al tmtamfrlllo con tamoxifen 

tlll'O WJ efecto inhibilon'o sobre !./Ir, con una p < 0.001. 

El dcrfrado JjJ, 5a·NET fue incapaz de inhibir L/lr en la raw hembra castrada. En este 

tratamiento se inclu)'Ó un gmpo con NET el cual no logró inhibir la concentración de Llfr 

después de 4 días de la adminirtmción con ramoxifen. A las muestras obtenidas del tratamiemo 

de raras hemhrtLf cmtradas, también se les cuamijicó FS/fr, cuyos resultados se obsen·wi en 

la figura JO. 

Tamoxifen lllLHr C1FSHr 

ltJOO 

non 
noo· 

HP-l 700 
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(ng/1111) MO 

400. 
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rl.11 IOO • 

fig//ra /O. 

º·.~~~a/4_~~--

rr 11 rr¡ 
fl 

-'J~ PJU: POST Nt:T 5,, -t;F.T ;"j;!,f¡" -tlf.T 

E/n:to de NET. .b: ·NET y JjJ,5-l ·XET, wlire /vs 111\·del de 
gonadotropitias, pttTio trawmit•l!fo om TA.M t!aramr .J díar 
c.•11 la rata hembra caJtrada. Los rt•j·ufwdos 1'sta11 crpri..•sadoJ 
como.f± SD. ~p < O.fJO/. 
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Los nfreles de FSHrdisminuyen con una dosis de 5a-NET previo tratamiento con tamoxifen, 

aunque por la dispersiún en los datos no existe una signiftcancia estadística que lo setiala como 

diferente del control. El tratamiento con 3jJ,5a-NET posterior a la aplicación de tamoxlfen por 

4 días no tuvo efecto sof1re los nit'eles de FS!lr, figura 10. 

Para el empleo del antia11drógc110 f!steroidal 1kCYP, se invesrigó la dosis a la que del1fa ser 

adminisrrado, pues esre compuesto ejerce ww actividad androgénica, si11a11drogénica, 

proge.stacional o antigonadotrópica dependiendo de la dosis (-11,51,52,53). Se procedió de 

acuerdo a lo bulicado <.'11 la .w•cción de Material y Método, buscando la dosis de AcCYP a la 

cual éste no pre.n.>nla efecto mlligonmlotrópico /!KLJJ:, en el modelo de la rata castradCL 

Los resuluulos se mue.~mm en la jig. 11 t'fl dondt! se ob.ten•a que la dosfa de 2 mg de AcCYP 

inhibe /m concc111racio11es de LI Ir, por lo que .H' eligió l mg como dosis para el tratamiento 

pues pcmiite malllener sin cambio los 1iil'eles de Llfr, dumllle los 7 días de tratamiemo previos 

a fa administración de NET y sus derivados. 
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fig11ra JJ. 

3 4 

Di as 

Efi•cto tic la dmis ilc AcC.1'I' rnhrc la co11r1•11fraciá11 dt• U/r 
t';I /11 rata llcm/Jra ca.nrada. RcsuitaiJm como.\"± SD. 

Para evaluar el efecto de NE1: 5a NETy 3jJ, 5a~NET en presencia de un amiandrógeno se 

procedió según lo indicado en la serció11 ele Marerial MJtodos. Definida la dosis de AcCYP, se 

inició la administración de ésta dllrallle los 7 días co11secutfros prel'ios al tratamiento con NET 

)' sus den.\ 1rulos. Lw; 11w1 1strm w11g1lÍm'<L~ se tomaró11 siguiendo el mismo esquema del 

1ra1amiento con camo.nfen . ../ harm después de la dmis de mulroprogestina, periodo indicado 

como de máxima ri:s¡mestu (2·1). 

El primer gmpo que se trató fue el de mtas mm:lws castmdaJ; la figura 12 mueJtm los 

resultados de éste tratamic•nto. La NET aplicada en ww sóla dosis a Wl gmpo de ratas, logró 

inhibir las cm1cemmci01ws ele Llfr con una p < 0.1 respecto al 111\•c/ post trmamie1110 con 



AcCYP. El empleo derivado reducido en la posició11 5a de NET c01uen1ó los valores de Llfr 

en los mismos niveles que con el tratamiento de 7 dim con AcCYP. El metaholito reducido 

3fl,5a-NET condujo a ww inhibición significativa, p < 0.001 cuando los rl!sultados son 

comparados con el 11frel pos AcCYP. 

Los niveles de FSHr posterior a los diferentes tratamientos con NET, Sa-NET y 3jJ,5a-NET 

pem1a11ccieron sin cambio después de .J horas, figura 12. 

Ac. Ciproterona llllLHr DFSHr 
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figura 12. 

1.0 mg/dla/7 dias 

1 J_ 

PRE POST HET 50<·HET 

Efecto dt' .NE1; .'i:z-NET y JjJ,.'u·NET t'rl raru.f macl1os 
castradas, trarudas co11 AcC1'l' por 7 días, wbrc las 
cw1ccn1r.-cim1cs ,fr Lllr y FS!fr. Rcs11!1ados cr:prcsados 
como .'ft ± SD. • p < 0.001. 
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El scgw1dv gmpu de 1rawmie1110 con :kCl'P a una dosis de / mg por Jia , durame 7 días, 

('Sll1vo cmzstituido por -1 gmpos de ratas JiemhrtL'i castrada.'i, siguiendo el e.lqw.'nw de trabajo 

ya descrito. Se adminl\·rmron ltL'i dosis dl' NET, 5a-NETy 3fJ,5a-NE1: cuyos rcsulwdos después 

de./ lloras de admi11iJrració11 se prescmmz en la figura 13. La NET al z):ual que 5a-NET no 

inhibió el nivel de LHr respecto al wzlor pos traramicmo con AcCYP. Por .m pan!! d meta/JOiito 

3jJ,5a-NET cli.m1im1yó la co11ce111mción ele L!lr c01zsidemblcmcmc (p < 0.00/), respecto al 

valor pos tratamiento con AcCYP. 

La cuw11ificafió11 cfr FS!ír de las mue.Hrm de suao de muis llemhm'i castradas rratadu.s con 

NET, 5a-NETy 311. 5a-NET. 110 mourarot1 ca111hio algllnn u•spi'cto a la cr111ccmmcián de esta 

gonadotropina fJ<H tmtamicmo con .·kCTI'. fiKum 13. 
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cmtrmiuf, tratadas 1·011 ,·kCl'P pvr 7 días, .robre /ll:r 
co11Cl'!l/f1Jci11111·s de Llfr y FSJ!r. Ri·.wltado.'i 1'.t¡m:sudo:r 
amw .\'± SD. ª /' < 0.001. 
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VI. DISCUSION 

Para analizar los resultados obtenidos al evaluar la potencia amigonadotrópica de NET y sus 

derivados reducidos en el anillo A, podríamos dh•idirlos de acuerdo a las tres ffL'ies en las que 

se //c1•6 a cabo t•I trabajo. 

fase l. Efecto amigonadotrópico de NET, 5a-NE1~ 3jJ,5a-NET y Ja,Sa-NET. 

La NET en esta primera fa.se no logró a dosis menores de 1000 1ig inhibir las 

gonadorrvpinm, eslü pudiera deberse a la ausencia del receptor de proge!1lerona en la ruta 

castrfula, con el cual NET tiene gnm afinidad (29), aunque .\e Iza d!!mostmdo que su 

mecanlmw de acción dijiere dd de la progesterona (19). 

El deriwulo 5a de NET, wvo actividad anligomulotrópica a dosis mayores a 150 µg, este 

resultado confinna fa hipótesi.'i plantealltJ, puc.'i la reducción en posición Sa aumentó la 

potencia de esta progestina de manem muíloga al aw1wt1to e11 la potencia amlrogénica que 

pre.senta el den·vado Sa del a11dróg1.•110 natural, la restostermw (38,55): .re pudo conjimiar de 

esta manera que el aumento en la actividad biológica por reducción en d anillo A, sucede 

talllo en compuestos siméticos como naturales en la sede de csteroidcs C 1'1 
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Se puede suponer con estos daros que el efecto inhibitorio de Sa-NET pudiera deberse a Ju 

interacción con receptores para andrógenos o estróge11os, únicos pre.wntes en la rara nwrada; 

aunque los antecedelJfl'S indican que cxiJtc mayor afinidad entre 1.'ste dcril'atio y d rcc('ptor de 

a11dróge1m (29). La posterior reducción de estl! deriJ'(u/o a 3a,5a-NET y 3jJ.5a-NET, podría 

rGmbién ser la causa del increme11to en la acril'l'dad cmtigmwdntrópica. 

Con el fin de conocer lo que suet:de con los nt<'ta/Jo/itoJ complcumn'll!C reducidos se utli.:aron 

/ns deri1·11tlo1· 3a,5a-.VETy 3j3,5a-XCJ: Lo.1 n·.1ultado.1· ohtenülo.\ col/ d 3jJ,5a-NETmuestnm 

una inhihiciú11 en la concemracicjn de amhas gonadotmpinas con dosis de pmge.ni1111 supi.m'ores 

a 150 µg. Pndríamos 1~tplicar csre aumcmo en la potencia a111igomulotrópica de 3jJ,5a-NET 

respl'CIO de NET. como d rc.mltailo de su interacci611 con el receptor para e1tróge11os (29), y 

mu}' prohah/em1'1llC NETJea mctaho/i::ada de nuuwra similar a la tcsto.Herona en la cual e-riste 

una reducción dd compue.110 5a a 3a,5a y 3jl.5a por acción en:imática de la Ja o 3/1 

hidroxh'.\fcroiJe dcs/ifrlrogenw:a, que act1wn de numera re1·t•nihle mediante oxidación 

prefere11cialmc111c en com¡mr.Hos Ja,5a y no en los 3JJ,5a (56,57). El dedwu/o 3j1,5a de NET 

podrfa ser 1111 compuesto de metaholi.Jmo tcnninal y su efecto se dcherfa solamelllc a la acción 

desimúmo. 

Por d commn'u el aleo/to/ isómero 3a,5a-NET bajo administración crónica en la rata 

castrada, cJ!tihió una actb·idad rmtigmzadotrópica nula, a pesar de que este deril'tulo presenta 

también unión al n:ccptordl' e.111úgi:11os (29), indicando que la unión lwmwna rt'ceptorda por 



resultado efectos disrimos dependiendo dd t•srcroide, y que esta unión no garami::a una 

actividad anrigonadotrópic'L E11 este caso la pmih/e reacción enzimática reversible de este 

den'mdo al compue.~to rnidado 5a-NET, q11l' a su \'e; podda reducirse cn:imáricamente a 

3jJ,5a-NETy 3a,5a-NET, dada um1 compleja mezcla cuyos efectos en conjunto pudieran ser 

nulos. 

füse 2 Efecto antigmuuiorrúpico de 5a-NET y 3JJ,5a-NET prei1io tratamiemo con 

anriesrrúgeno. 

Los resultados pn.·srmados nwesmm qw• el clerfrado reducido 5a-NETfuc el único que logró 

disminuir ele numera c.Hadisricamclltc signifirnti\'(l los nfrelt•s de L/-1 ramo t'll la rata macho 

como en la lwmbra ctzstrwitu. E.uos duros con-t'lacionan con lo descrito t'n cuanro u la 

imemcción de 5a -NET con d n'cep1or de andrágeno.\. 

Las contentmciones di! FSHr no fueron inhibidas de manera significati\•a bajo tratamielllo 

con 5a-NET; esto puedi! aplicarse en bme al particular 111eca11ün10 de regulación de la FSH, 

el cual se realiza por la inhihina, mediallfe un sistema de retroalimentación a nfre/ liipofisianºo 

(58). 

Los resultados del tratamiento con d tetrahidro den'w1tlo 3jJ,5a-NE1: previo bloqueo de 

receptores con ramoxifen, muestran que este fue incapa: de disminuir los nfrcles de LH y FSH 
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en la rata castmda hembra o macho; datos que com.~laciomm con lm obsen·adont's acnca de 

su unión al receptor de estrógenos y la posibilidad de que el 3jJ,5a -NET no presente reacción 

de oxidación hacia 5a-NE7: 

fase 3. Efecto amigmuulorrópico de Sa·NET y 3j1.5a-NET pre1•io tratamiento co11 

cmtimulrógeno. 

Los resulrmlns del estudio de do.sijicaci<jn del act'ttllo de ciprotero11a muestran que éste a una 

dosis de 2 mg inhibe LNr no asf ll la dosis dr 1 mg comprobwulme de t•sw manera qw~ el 

anriandrógeno e/1'gido, es capaz de tem•r dh•ersas acrii·idadl!s dependiendo de Ja dosis 

(./1,51,52,53). 

Nuestros datos indican que l.'/ retmhidro dcn·w1do 3JJ,5a de! NET tlll'o la capacidad de inhibir 

los i•alares de Lllr en presencia de receptores para estrógeno, n~sultado que correlCJciona en 

ambos tratamienro a raras machos y hembras castradas con el repone de su unión a este 

receptor intracelular (29). 

Nuet•ameme apelamos a In analogía con el mulrógeno 11at11ml para explicar la actil'idad de 

esta progestina, 3jJ,5a-NE1: la cuu/ .\uponemos es w1 derfrado ten11i11af c11 l'I mctal10/is11w de 

NET. CU)'O.'i efectos se \'l'tl ejercidm por una IÍ.'lica \'Ía, s11 unión con l'l receptor de estrógenos. 
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los valores infomwdos para FSHr bajo este tmtamieuto crónico con AcCYP previo a la 

admini.stmción de 3/1,Sa-NET, conducen a la deducción anten'onnente erpuesta, acerca del 

papel regulc1tfor de la inhibina sohre los nivdes de FSfl en ratas hembra o macho castradas, 

razón por la que el 3jJ,5a-NET a la dosis empleada izo fue capaz de ejercer .fil efecto inhibitorio 

sobre la\· concentraciones de FSI fr con la misma potencia manifestada sobre Lflr. 

El conjunto dt• n•.mltadm aportadas por cJte trabajo se luum1 en el modelo experimental, de 

la rara castrada, el cual ofnxc la po.übilida.l d..: l'.\twliar la potencia y mecanümo de acción 

de cmtico11cepti1•os siméticos; mude/o al que recurrimos dada la imposibilidad de contar con 

wr sistema fisiológico etpl'n'm!'lrtal idt~al, que conjulllara las condiciones fisiológicas de una 

mujer en edad reproductii·a. Por esta rcuán no eJ posible atrapo/ar totalmente estos datos al 

modelo humano y scrú necesario rca/i::ar eJttulios piloto que permitan hacer una obsen•aciótz 

de la polencia amigonadorrOpica de estos dcn'w1dos en el humano; dado c¡uc cuando ww 

usuaria roma un amiconceprlm estan presentes en e:/ organismo wza serie de factores en los que 

se Incluyen al mismo 1it'111po todos los receptores mencionadOJ en esta discusión 

Tomando mwHrm datnf n!itl'nidos en la mw caHrada, que indican ww actividad 

allligonadotrópica del dcn'mdo 5a-NETría rt:.ceptorde cmdrógeno y del compuesto 3jJ,5a-NET 

l'Ía receptor de estrógeno, como punto de partida para la c>lahoración de m1cl'CL5 fonnulaciones 

amiconccptivas, se pueden lwcerw1rias consideraciones: seria vemajoso el empleo del derivado 

completamcllle reducido 3jJ,5a -NET co/I el cual 110 se tendrian los diversos efectos que 5a-NET 
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por su imión a recL•ptores para andrógenos y .Hl nu•ta!Jofümo hacia 3a 5a dar/a; fu tiusú 

anticonceptiva necesaria del 3/J,5a-NET seda 11ll'11or a la com111ma•111c empleada en lm 

fommlaciones con NET. co11dició11 que nos llem a /it'nsar atlt!nuh que la dúmimu .. ·ión en fu 

dosis de amiconceptii•o traerla comigo ww disminución de los efectos indeseables en el uso de 

NET; efectos tales como: presencia de hirsutismo. explicado por la actil,idwl cmdrogt'11ica de 

NE1: prohablememe reS1Jltado de m cmwersión a 5a-NE7: Tamhit;ll, al reducirse la dosú, 

pudiemmos esperar ww cli.mli11udó11 ele efectos imicscaMes tipo estrogbricos como el reportado 

bajo tratamiemo c:o11 progestiuas .\intt;tictL~ sobre los nil•t>les de lfpidos en .mero, que se asocian 

directamente con riesgo cardim'<L\Cular (59) .. -bi 1111.\1110 podriw11os com'idcrar la rcipiJa 

excreción <JIU! sc presentaría co11 d empleo dd dcril'<uio 3JJ,5a-NJ._~'f; l'Í rnal rcndri'a una pronta 

.mlfoconj11gariún o g/11cocr111j11gacüJ11 hepática. para :.11 posterior di111i11ació11 1•/t1 un'11an·a. 

Crecmos q11e el presente tmhujo da ww aportacifm en la C\'afuución de progcstinas siilléticas 

y espcci{icamc11te proporci011e luLH'S que .\in·e11 para el posi/Jle desarm!Jo de fomwlaciones 

anticonceptivas que emp!ce11 los clt!rirndo.'i reclucidos de NET, principalemcnte el telralticlro 

reducido 3jJ,5a·NET. 
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VII. CONCLUSIONES 

- Las modlficacio11es estmcturales en el anillo A de la rnolécu/a de NET aumentan su 

potencia antigonadotrópica en la rata casmula. 

- El efecto anJigo11ad01rópico ejercido en la rata cmtrada por 5a-NET en presencia de 

wrtiestrógcno indica que su actil'idad e.~ medimla v{a receptor de andrógenos y la supresión 

del efecto antigomulotrópico de 3jJ,5a-NET indica que su actil'idad es mediada ~·fa 

receptores para estrágl•nos. 

- El efecto mttigonadotrópico ejercido en la rata castrwla por Jfl1.fo-NET en presencia de 

mrrimulrógeno indica que su acti1'Ü/ad es mediada vía receptor de estrógeno y la supresión 

del efecto antigomulotrópico (Ú' Sa-NET indica qu~ su actividad es medlada vía receptores 

para andrógenos. 

- El mecanismo de acción de los derfrados reducidos de NET es mediado a trm•és de su 

unión a receptnrl'.'i i111racelulares. 
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A·ring rcduction cnhances 
the antigonadotropic potency of norcthisccrone 

Josué G;1rla·Flnre~. Felipe \'ilchi\, Gmtarn A. G.1rcia, 

Marth,1 :..1t-njí\·;1r .111d G1egoriu l'Crez-Paladm 

Dtpr1tt111rr11 of Rtprnduclu t fü,,/<J¡;:i, ,\',111u,1af hul11ut,.•if /l.'u1r1111m StilmdorZub1rdn and 

Dtp11r/.,u"ll o¡ Or¡:r1'1lc Clurnurr:r, l'rwgmdtulll' Dwu11m, 

Sd101•/ o/ Clurnt1I'), X,1110,u1/ l.'un·rrJlf,T uf Mo:irn, ,\(,.x1ro Crfl 

Abstrae(, To .isicn \\hr1hrr ~1rucmr.1J mu1lilic111n1n 
on tlic A·rin~ nf norc1h1srcrom• t:"ETJ wuld rnrnhh ir~ 
antigonadoiropic pmcncr, tomp;1rat1\t' nutltr, using 
SET, 5a-dihrdro :-..'ET !5a·NET) .111tl it~ :1fJ,5u .111d 
3a,5a1e1rah\·drudcri\Jll\es m casir.11cd .1tlu!t rah l•rrc 
undcrt.llcn. Thc J1111gouad1>110pic dfr<.r of thcsc (<11!1· 

poun<ls "·,u c1·a/uarcd li~· 111c.isuring thr ~crum ami 
piluit::iry immunorc;l{fl\C' <.'Olllt'nfrat1011s of LH and 
FSJI follu\\·ing 1he1r d1ronif •L ad111111isrr:uion 111 .111i· 
mals dcplcicd of progC',ll'ronr fCll'pton. Thc rc)\lll~ 

dcmonsira1cd d1.11 JiJ.~u-~l·r ;imt :m-tl1h,dro-:<.;ET 
exhibired a sii;::n11icantlr grc.11cr gon.ulorrnpic 1nhibi1-
ing .1c1h·i1~· as comparcd 11·ith th;it of thc1r p'11c<rlf 

compound. Thc simul1.:rncuus admi11n1rauo11 uf umux­
ifcn wi1h JfJ,5n·XET rcmhr:d 111 a signifo.rnc dirninu· 
tion of it! anrigonadurropic pule no-, pamtula1 [\ for 
LH. TfH:!C' datJ indin1e 1h;it thl' pott'llt an11gnn.uln1ru­
pic C'ÍÍC'Cf of :!f'L~u-NET mc1.1boli1c "·U metli.ucd 11<1 

OC'slrogcn rcu·pwrs. Thc 1.11 inhihitun· .1nu11v nf 5n· 
djh\dro-:\'.ET ,,..<IS nof ,llJIJlff"'<•rd h: !ht· nun·11c1uaJ.1J 
amiucstrngcn .ulmin1srr;111011. 1hn• •u¡;¡;c•img th.11 .iu· 
:'l:ET miglu rxc11 i11 rlktt 1ia .in•lro¡,;t·n ret<"fllon Thc­
O\cr;ill data wcrr: 111terprc1cd J.\ dcrnon1u.11111g thJt 
mcrabolic i;111ncn1011 produtn ol :"ET t•xlr1L111 pu1c111 
antigonadotropic dfen. Thr d.it;i .irt• 1uns1stc111 "Uh 
.111 A·t1ng cnh.rnu:mt·nt of tht• Jnti¡:u1i.odo11o¡m po· 
lcnr~· uf 1hi• spnhctic prugc•t1n .111d opcri .HI ,1Jtcru.11<' 
;1ppro.1d1 w 1hc 1kH"lopm<'111 o! fer11l111 n·gulo11111¡,; 
agcnt\. 

H.ctjlll'JI for 1cpr1111s 10: ju\lll' (",.1r1.1-flore~ • .\l.IJ., 
Dcpar1mc111 ul H.epnuJm111l' llu•ln.i;}. :>.:.i11.111.1I ln~11· 

llllC' ol :'\utrition, S;11\adu1 Zuhu.111, \',11,,n de l,,lwni~.1 
:-..'o. 15, l IOUIJ .\fcxico. O.F. 
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;\'ore1histcrnnt.• (NET), lia-c1hyn)l-lifi-hrdruxr· 
·1-csircn-:J.one. ha~ bccn cxh.:nsh·el}' used as a 
progt·stogen in a numhcr of hormonal contrnccp· 
1ivc furmulations. lt has bccn rccognizcd rhat 
NET ¡_., 1hc actin:- compound oí iu ester derh·a· 

liH:s, a.~ wcll as. or u1hcr s~·nthctic progcstogcns as 
norethinodrcl. lynestrt!'nol and erhyuodiol diace• 
r:11c ¡~furugc~an ct ;1J. 19i'..I; K;:ml)'ah ct al. J9G8; 
l loward et .ll. 1975). ~lt't.lbolic sllidics ha\'l' dis· 
clmcd 1h.11 :\'ET umlergoes cxtcmi\e in \'i\'o 
transfnrmarions. p;1nicularly rcduc1ions on its A· 
ring, to form dihydro amJ 1etrahydro deri"aiiH•s. 
1 nclccd. thesc i:ompuunds ha\'C l>een isolarcd from 
scnnn of \H1111en 011 t'o111raccpti\'C XET therap~ 
(Braseltnn c:t al. 1979). 

J'rcdous ~tuclic~ from this labor:uory h;il'c indi· 
1·;i1cd th;u thc mude uf aciion of SET differs from 
1ha1 nf nawr:iJ prog:c"1cro11c 1PC1c:l-I'.1lacms t.·1 al. 
1!181), \ll¡.{g"l'~ti11g thJt undt•r ccrtam urclUJUt;m-

1·e\, 1hc mc1:ibofü· torncrsiun of :-.·ET to 1ts re· 
dm·ed mcrnbolitc" i~ ncte~sar)· 10 cxprc~s iis acti· 
\'ity in humam. lndccd, L:irrca et al. ( l!l83. 198·11. 
dcmonstrnlcd that :-.:ET cxhihils a poienr estro· 
¡.:cn-likc hiolo¡.:ical cffcc1 in ~pi1c of ÍI\ l.1d; of 
imcr:iuion with 1hc 11c,rrog:c11 rc1cpmr. Funhcr· 
mrnc, the in \Í\u :\ET ,iromalitaiinn has re .. 

maincd ,1 t'ontrmcr~ial and s1i/J umohed isrnc 
(Brc1lt'r 19i'i; Bar\'icri et .i.l. l98:lJ. Rcl·cnrl~-. 

Ch;i\ct. et al. (1985) tiL'lllOll\lraicd 1hc: stcrt.•ospe!'ci· 
lic imcr;1crion of :\-ring rcdm·cd ;'\;ET deriq1i,-e, 
\\'Íth in1r;1cellul.1r p111;lli\e \lcroid 1ccep10r\ orhcr 
rhan tlwsc of prngc!!!cronc. 



This repon dc!.cribcs thc chronic cffcLtS of 
Nf.T :md its rc1lu1..cd tnctabolitcs 50-tlihyd10 

N ET (5u-NET), :ip,5u·tctrah)·dro N ET dcri\·ative 
(3~.!"in-NET) anti its :Ja (:!a,5a-NE'l') and ;\~ 

('.\~,5n-NE1) isomt•rs upon 1hc !icrum and pitui· 

tarr H"on;idmropin conccntration in aduh ca~­

tr:ucd rat.s. Thc cffccts nf ;a mm-!l>tcroidal .uni­
ocstrngcn upon thc amigon.idotropic potcnq ol" 
N r:T dcri\·:itivcs was also i1n·c-slif::ated. 

Maccrials an<l Metho<ls 
,\laterial 
Authe111ic :'l:[T w.is lindl} prmitlctl b} Sdicrm¡.; :\lc),.I· 

cana. SA Mcxiw Cin·. Th(' A-ring dcn\ali\"t'' ul :'>ET 
wcrc sy11thc1iud as prc\·ioush· dcs(rilx:d b)· l\n,,.cn et 
:11. (1958), with minnr modific:uium. The 3~.5a-:SET 
.rnd '.\u . .'iu-~[T .,.('re prq1arcct b,· ~odmm bo1nlndridl"' 
rcduuiun {Uo.,..·crs et al. ttJ;itl). Authemic ~;unplcs ol 

the :3fJ,5a-!\'ET. :lu.5u-NET .ind :ltJ,:1n·SET 1,cre 
gencromly ~upplicd b~· C.. O. Se.ir\e Co. t:hirago, ! l. 
Chcmi..:.11 ¡mrily of :\ET ,1111! iu drrivaliH~\ ...... ~ grca1cr 
than 9~',i ;1s aHcm~d ti\" their mdling poinn. high 
performance lit¡uid chrom.ito¡.:raplw and H·nude.ir 
ma¡;:netic rc\nnancc spct1ronu:1nc analp1'> a1 h:is bcl'n 
pre\inu~h· tlcsnihcd (Ch.1\Cl el ;1l. 1985). Tan10,ife11 
wa~ uh1ainccl from Imperial Chcnm.1\ lndu)lflt'\, 
~faclcsficld,Chcshire. 

,\nim(JÚ 

Adult malc \\'islar ra1s v;eighing 200-!!5tl g ,,.ere gn· 
nadcctomizcd undcr li~ln ether anacuhesia 15 dau 
prior In the cxpcrimems. Anim.1ls .,.ere lcpt uudcr a H 
h-light, 10 h-darl.. ocle ;1ml 111.1im.1ined un food and 
wau:r ad libimm. 

Hormurll'fl.Hil\'j 

Serum 1.11 and FS!-1 .,.ere n1l'.1\11rrd h) ,pedfic.: radio­
immunoaH.1~, (RI:\) m111g lhc douhk anuboth· tel-hni· 
ttue fu\lu1>i11i.:; protocols rnppli•·rl h~· 1hr '\;l,\:\llll> r.11 
pituitar~ hu1mu11e distr1hut1011 prngrammr. l\altim.,1c. 
~ID. Tht- rernh, 1o·ere (''\pre~•eri as m:rml hnean ::!::: '>LM\ 

using rl.11-Rl'-1 and rFSll-RI' 1 asstandanb. Thc mtcr­
and intra·as~ar tucffincms oí v.uiatinn .,.ere i.fl ami 
. l:t i for 1.H ami 8.ü .111d :!O.O fnr FSH. rcs¡icct1u:h, 
1 he pimil.H\" 1.11 .md fSH itmnunorr.1tlll(' t-.,mcm .,..,¡\ 

me;1surcd from 1: !0011 lliluuon aliquots uf pitunar~ 
homo¡.;e11;1tl'~ p1cp.1rcd for e.ich ¡mui1ar~ .1.11.lml .ind 
homo~cnited .,...ith IO •irnkc' of ;1 tello11 \K''tle on 
icc-cold 0.0:1 \I phmphaic buffer tl'l\S) pll i.ll. rontain· 
ing U.j mg phi:nvl·e1h~l·mlphnml-tlunriclr,ml !:Sigma 
1 nc. Cht·111ic.1\ Co., S1. L.mti' .\10). Thc re\ults .... cre 
l'-"prc~~ctl a~µ~ of gon.1dotnl¡J111~ per ¡.;land. 

ESTA 
SAUR 

Ex/1rmnm1a/ 

WJ DF.BE 
e~aU~TEGA 

Ali ~tcrofrh emplo\etl .... crc dinoh'cd in O.:.? mi <.om u1\ 
conta1ning Jtl'ii:- absolute cthanol and se adminiue1ed 
according 10 the fo\ln.,..ii1¡;c prnto< oh. 

NET, Su-SET, :\f\,5u-SET and .,u.51}·NET .,.ere 
d;uh· .1dm111istercd al inl'n:.uing du\es ( J:.?.5. :.?5, 50, i:'i 
ami, 150 ¡1g1tlay) for i umsccuti\(' da~s to 5 gruups uf 
caslra1cd animah. On the ith da~·· blood s.1111plcs wi:rc 
ohtained b¡· dccap11a11011 and 1he p11u11ary glanrh werc 
inunedi.1teh rcmmcd. Animals ttcated wi1h lijl-ocura­
rliol, 5n-d1h\drou.·,10\tcrnne ¡UHTI :rnd oil, u1ing iden­
ttcal doses .ind admi1mtra11on sd1cdulc ID 1ha1 uf thc 
experimental group,, scr.cd ª' <.on1rob. 

Aun1he1 e"'¡icrimcnt, usmg NE.T !iu-1'E.T, :3¡J.5a·l'-:F.T 
and 3n,5u-:-;"ET dail~ adminimation (300 .ind 500 µg) 
for i da,, to <.aurated .inimab w.is also under1aken. 
Scrum ami pi1uitary samples .,.ere handled "' dc"ribcd 
.ibU\"t'. Oil·trc.itcd ral\ ~en·ed J.~ control group. 

A11/1Dt'ltrogrumim11mt1utw11 

Two group~ uf tamoxifcn-pnmcd (35trated rats wcrc 
ireau:d w11h .1 single dosc (500 µg' of 5a-NET and 
:3f\.5u-.'\ET. T.imoxifen .... a~ s( admin1ucrcd at 1he dailv 
do~c of :!llO µ~ lor 4 comecmivc da~s. Scrum LH .... ·as 
mca~ured bcfo1e and aftcr a111iocs1ro¡;;en priming and 
4 h artcr .1dmi11iur.11iun 11f1he :-i:E.T metabolitcs. 

Results 

The effccts of the administratioo uf SET, 5a­
N tT and 3~.5a-N ET for i dan; u pon the serum 
gonadotropin contcnt of castra1cd rats are shown 
in Fig. l. Thc !\ET administration did not cxen 
any inhibitor)" effcct un sennn and pituitmy LH at 
ali do~es cmplnycd ( l'.:!.5- 150 µg/day). An iden­
tic.al la<:k uf inhibilory dfcct of:..; ET u pon serum 
ancl pituitary FSH \\·as alsn noticcd (Fig. 1). A·ring 
rcduction of SET cnhanccd its gonadotropin 
inhihitory cffcct. lndccd, a significant dccreasc on 
buth l.11 and FSH tFig. 1) at the 150 µg dail~·· dosc 
w;1s nouccd follu1o iug ilw administratim1 of 511-
SE'l" amt :Jp,5u-~ ET. So signilicam \";iri:uions on 

thc p1tu11;1r~· 1..0111ent llf gonadotropins \\'ere oh­
~crvcd al ;111 doses uscd, ancl a lack of antigona­
dllltopic t•ffcct of :\a,5~-Nl~T 1o·as noticcd at a\l 
do,c~ adminb1cn·d. 5u-dilndrotestosteronc ami 
1 i~·ocstradiol-t1catcd cnntr~I anirnal.~ cxhibitcd a 
!->harp deucase un thc scrum l.l-1 and FSH con· 
1..cntration '\ith a connm1üamlv unchanged pitui· 
tar}' gonadntropin contcnt (n~suhs not shuwn). 

Thc rc~uhs obtaincd in this cxpcriment prompt· 
ed m 10 examine 1hc cffccts of chronil: admini-

2i9 
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.. 1r.11i11n 11l /11gllt'1 d•hn1rt ,,l·:I .me! H• c!1·11\.1C1\n 
11111111 gn11ad01n1p111\. ;\1 <onlingh. XL r. ."ln-'.'\[T. 
:lji.:iu-~ET Jnd :lu,:-1n-:-..'F.T IH'rt' dall1 .ulmrni­
''l'I i:d at !111.' do!<>c~ of :rnn .md .·)(111 µg lor -; 
t ot1\t'r.uri1c d,11, . .-h depincd in Fi~. '.!. 1ht· :lji . ."iu­
XET ami :íu-:'\LT 1..:xl11bi1t•d ,¡ p1111•111 .1111ig11n.1du­
t1oplc Mlllil\ i111c1 nh of hoili UI .111d !"SI 1 .u tlw 
:! dmt• lc\"d.\ cmplo1t•1I. wh1·1•:.1' '.'\['! did 1101. 

lndt•t·d. 111 .utornpJi,h ,, ,¡~ndi1.11u '.'\ET-111dtllt•d 
,,·1um ~011:ul1111npi111nllil.111iu11n1-.1,11l'tt'",1n tn 

llH rt'il.'ll' 1hc da1I~· dtht" up 10 1 mg. Thc .ulmir11-
.. tratin11 of :lu,:'in-'.'\ ET l"t'\llltt•d 111 .1 f,H).. ni ;11111-

g:ur1;ulutrnpi1· cfft•1..1 a~ ,J¡m., nin Fi~. :.!. 
Tlll• thromt' .uh11i1m11.11mn 111 '.'\ET ;11 rhc dmt· 

ul 1 mg: el imlu1 cd a ~liglll .• 1hho1q.;-h mJt \igrnli· 
c1111. di1111111n1on of 1he 1.ll 10111l'11t •• r thc pí1111-
1an glancb !~1;'"1'.! ± lfrl 11~ ~J;mdl .1s w111p.111·d 
,,·i1h rhc ml-1rr;itctl 111111rol ¡;rnup f l'.!6H :!: :!O~I 

11.~ ~l.mdl. Jdc111ical remito; \•'l'H' nhtaim·d \.i1h 
:1fl • ."1u·:\ET .1t ilw dn,t• of:"100 11g d. :\L·itht·r '.\:ET 
nor ÍI.\ dl'ril',llht•, i11du1t•d :-.1guifil,111t, li.mgt•, 1111 
llll' FSll pilUHólrl 1·nmt•111 .11 all d1"t'\ t'lllplu\nl. 

To l'X:tlllinl' 1í thc an11g-1n1.1d111111pic cfti.•t! oJI 
:lfL"in·:\ET .md .~,n.\'FT .111· rhc H:rnli "I 1h1·11 

i11tcrartio11s \1·i1h lnp•1thabm1t-p1tu11ar~ 11c~rn1-

~en ICtcpior~. tl1c\· \\t'lt' .ulmi11i~t1·1t•d iuto 1a111-

ox1IC11 pr1111ccl t.1. .. rratt'd ;mimah. LJ 1 \•·a, nlt'a\­
un·d ·I h follm-rm.¡ 1ht· ..11hnr11i,rr.1111rn o! \'ET 
dl'íÍ\-;JtÍH'S hl"Gill!<>t' pn•\ Íflll\ .. 1ud1c, ha\ e md1· 
l'<Hl'd rh;n m;iximurn gn11ado11opin 111l11hi1ion 
llCt'lll~ .1t thi~ point oJ llllll' .1111·1 '.'\ET 111¡rct11111 

d.<ll'll'.I t'I .11. 1~1S:i1. Tlll' rl'\llh\ 111d1t.1tt•d 1h.11 
.tlllllll'Mlil~t·n .11l111lllistration re,ulu·d iu .1 dimi· 
nu1im1 of 1hc 1.11 i11hihi1on pn1t•t11~ ni Jjl.."1u­
;...; ET. 11hcre;1, 11 h.11.I H·n hule dktl. d ;1111, u¡mn 
thc- .m1igo11;1do1ro¡m :Kti\ÍI\ 111 ."lo·'.\:ET .. 1, 

,fim\111t1Fig-.:I. 

Discussion 

The lt'SLill:. prl•,c111ed hl'1t·i11 1111!11.1tl' rh;n '11111· 
IUr;ll m11difil.lliL"1' 1111 du: .\-1111i.: ••I lht• '.\1-.1 
mnlelldt· cfkll!\eh l'rlh.1111 t·d JI' .11111~nn.1dr1-

1rop1n .1rti\1!\ tmdct tcii.1111 •HtUlll\l.llltC' .• \11 

l'\.(lt'llllll'lll~ Wt'f(' ( oncl111 tcd 111 llH· !u11g-1crm 
1,i..1r.Jtt·d ;1duh 111.1Jc 1.11 .• 1 .. 1111.1!ik11111dt·I li•r thi' 
1nmp.11;uin• .l''l'"nH·111. n•ll "llf\ h1·1.JU•t' ni it' 
dt'\,1C1·d ~t't 11111 k•\el, 1.J gur1.1d111111¡u11,, h111 .1l•1) 

bet .11hc 111' ih \1t•ll 1!ot 11rncn1e1I (l1·pktu¡1111! 1¡., pn­
"1h.d.1111i1 -pituu.u \ ptng1"rP10111• rc'1 qH•fl\ (l'ere: 

Tiln\oxlfen 51(NET 4-'3. 5«NET 
ITTl 

sao 

l 400 

JJfl 
¡¡, 300 

~ 200 

~ 
;; " 

100 

"' 
o 

con1rol 4h afler 
pro post 

<days> 

f1i¡.J. 
Ellctl ol :11t-\:t. I" .111cl .lfl . ."m.\:t."I u¡mn 'Cllllll 1.11 
111h1h1ll••ll in 1.imox1k11 pruucd .1111111.11.. tFur dc1.1.I, wc 
tlw IC:l.lt ••/• < 0.01 l•ht:n Hllll!JíllCd hlth (l>ll[tol po<t• 

t.1rnu,.1lc11 r.11.~. \:011·¡11 urwd .1111111.11~ !01 \\1·rt· ,11\0 

tr1'.1tc1l l•1th thc '"" '>:E"I dc1i1al!H'\ 111 "' ti, c.1th 
¡.;11u1pl 

l',il;u·io, l'l al. 19H:'J ;uul i1s umn1rni11ant proJ.:c· 
~rcrotlt' 11nrt'~po11si\cness in tcrms uf ~onado1ro­
pi11 inhil1ilion ( l~1rrca e! al. 1~18~ ). 

l l~drogcna1io11 oi 1hc doulilc bond In forma­
tion of tlll' .'i<t (lrans :\(B ri11g junuionJ :'\'ET 
dcri\'alÍ\"l'. rc\Uht•d in;¡ ~ig:mlkanl im n·aw ni thc 
1.11 inhibitor~ ,1Ui\it\. ·1·ht·~c finding:\ ;uc in ;1v 
cord;uu:e "ith tlie (lbsl'natmn tha1 :\-nng n:dur· 
1io11 .11 1hc ju-porniun 111 na1ur~1lh oruHTm~ 

J11dro~e1v. i11ne.1~t·!'> thcir ;uuigonadutropin atti­
\·in·. In l;iu. 1he 111,1_imi11· 11fda1;1;t\ail;1blt•1Be\er 
et .11. 1!111, l!li'.?; l'rrt·;-1',1buu' t'I al. l!lli'"1: 
Cclo11i t'I .11. E17~1: \l.11tini 19.'l:!l i11dk.1tc that 
.·1u.[)H'I ¡,. 1111/l"l' dfottl\t' than 1e,tmtt•1orw in 
.~upprc,~111~ 1.11 n.·le.1~c: 1h11~ imp[.,i11'! th;n 1•11· 
IJ,l!Ul'lllt.'11[ 111 JIJ¡, hi1)fOL:i1-.d ól!'fl\11\ 111 .\·1111~ 

rc1l1111iu11 1•¡1 ur~ nn !111tl1 11.uur.11 <: 1., a111I , .. 111h1'­
IK 1 ~l-1101 - l 7u·t·tll\ rn J ~wrnul 1 0111pou111h 

·rhc p111111.11\ e 1u11t•111 of l.l l loll•111mg tlw 1h10-
llll .1drmni,1rat1011 ol ."1u-:'1.'J-. I .11 .itl dow~ t·m­

pl11,cd rem.um·d 11111 IJ.111gt·d. ind1t;rt111g tbat U\ 
Lll mhrlúr<lt\ d"ft·¡I hól' t'\.t'l!t•d up11111he p11111-
1.1n 1dl',l\t' r.111!1•1 th.111 1111 h\porhal.11ni1 -regu-
1.ucd l.11 pit111l.11\ ~\ntl1t''I' .111 oh't'/\,1ttn11 1111 
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linc h'ith thc "11g:gemu11 of ~f;mm t 1~11'!~) 1h;u ilu.· 
cffcct nf :1u-ll!IT is cxcned pn•\·;1lc11tl~·· jf 1101 

cxdu~in.·1~. un 1hc ;mrcrior p1t11i1:11y. Tht• finding: 

lh:n rhc5u-:\'ET-tmluu:d 1.11,.uppit'"ion \\.,b not 
imp;urccl h\· 1lw \Ül1!1hancou~ .ulmini~1racio11 ol 
1anmx1fcn dt·1111111~11.11cd cha1 1hi~ dlcll \1,1, w11 

mt•d1.Hctl \Í;¡ 1x·~t1ogc11 ll'tl'plot.\ .111d 't1<111~I\ 

sug:gt·~•" tha1 11 h.I!> llw 1c,ul1 ul '."1tt·\"ET in1t•1;1c · 

fion with 1111r:ttt•l111l:1r ;uulrm:wn bmdmg ,itt''· 
Thi~ '>UgJ.::t·\tion 1\ suppnrtt'd In .1 ice cut re¡1111 t 111 

l:hJ\Cl t't ,d. 11~18:1) 1dii1h gan· t'\Í1kn1c 11! h1gh· 

.1lli11it\ himl1ng of :·m.:\'E'I' 11i1h 11111 .. ol [01.111·1! 

;1111!1ugcn 1t·tcp1111s. 

F111thcr rcd11cii1111 of '."111-:\ET. al lt.'> :t¡l ur :lu 

po!>ition ~'ieldl'd dilft•rt·111 t'IÍt'tl' in /t.·rm' 11f ÍI\ 

UI-i11hil1i1111\· .1tt11i1~. 1'1111~ .1¡1.:m-.'\r:r ,·,h1-

hi1cd .1 pu11·111 ahilil\ lo)1li1111111 .. h ,p1urn UI Je,eh 

f'oJl11wi11¡.:: 11~ {hrouit ad111111i,rraru111. 0111l1t• 11111-

cran·, lhe :~u i"onwri(' ;1kohol Clu .. iu-:'\'ETI c'bi­
bi1cd a 1(111·1.·r L.ll 111l1il1i1c)r~ .1l'11\·i11· ·ll> t11111p~11e(I 

wi1h Jn-:'\'I:T •• dth11ugh iti. pc•lt"ll•\ 1,,h ,11ml.11 to 

thar 11f unmodifil•d :-.:¡.:·1. !'he limlmg 1h,u rhe 

'.ljl.5u·:\'El dt.Tl\.llJH' h.lll .1 .~1e.11t:r i:1p;1bilit1· to 

't1pprt'" 111 rt·k.1w rh.in 11\ :iit .. -111·1,111111•1 i. 111 

contr;1!'1l with ,¡ nmnlier nf ,rudic~ 1111d1.·naJ..1·11 
\\'llh thc 11;1t111a/ 1c1r;1lnd111 d1.·ri1ati11·, of tl'!'llfl· 

srcrnnc ¡ErJ..i.1t·i11 1~1'7;"11. Tlll' :~u.~l11-<11ne,po11d­

mg ;111d1o!'ll'1llctliul Ita\ b1•1·11 louml tu hl' ;¡, .1ltt\1· 

•IS nr more clfct1i11· 1h;111 l>llT in ,,en1m !JI 
inhihitíun 1Z;111j,¡ el al. l~i':I: \'c1j;m' ."-.· Eil..-:\e!'I 
1976, 1977.diJ. '.\'c1c11hclc,s. our re,111!'> ~m: 111 

agret•lflt:lll \\llh lhc demo11,11atin11 1h;11 :lp,:"1t1· 

:\'ET hincl~ \tercn\pt-cilicall~· with 1h1· 1111rarclluJ.11 
uc~trogen t cn·ptur tu ;1 l.11 !{t.' ex1cn1, "h1.·1 e.H LI\ 
'.lu-Í!'IOíllt'Tlt' 1kril';Jlne d1\pl;i\\ lowcr ;1ltii1in lor 
this pt11a11H· \ICrPid lt'(t'¡Hnr. F111tlll'I 'uppn1t lor 
1hi~ nllKt'pl \\¡¡~ fur11i,hrd In· 1he climi11ution 111 

thc :l~.:iu-:\ET :trHi!{urladotro¡m· cfft•tt i11d1Jtcd 

IH' 1a11mxifcn (Fig. :IJ. 
Tht• df1.·t:rht·nc"\ r,f .\-rlng 11·d11tcd \:ET dcti· 

\'atiH•\ tu 'lllPfllt'\\ FSll rd1·.1w 1\;1\ 'li!{lilll dd­

fcrc111 from rh.11 º'"''rn·d 1111 1.11 mh1!111in11. 
Thus. :lji,.-ict·'.\ET 1,·,1, tht• mml pcllL'IH 111hihii111 
11f ~t·n1111 FSll k1cb .dtcz ÍI• lf111111i• .H!J111m .. 11.1· 
riun. hcing foJlm,·t·d li~ :'111-:-.r·1. 1.lwr1•,1' :3u .. ;u. 
'\ET t•,hihi1t•d ln11n FS! 1 inl1ihi101 \ p"1c11l1. th1 

rh1.• h.l!'li\ nf thi'I oh'!'l\:Uior1. tbt• '111:i.:;r~tio11 ¡, 
im1·1nt111g th.11 .-•U·ll'dtlcl'd dt·111atilt•\ ul !t',C<I· 

'lil'IO!ll' ¡!)I rJ .111d :lu.5u-i\m!t pl.1\· nnh ,, 'lt'<orUl· 

;in 1ofe 111 lhc llq.\'óllÍ\t.' ln•dh.1LI. tlll\lrt1I of rSll 
ami 1h.11 111 .11roruptí .. l1 thi .. d!etl h'>to'lfl'lcllll' 

requi1t·~ il!'I hr(l(11ll\'c1.,i11n 111 1)t''llJ{l\!t'll'I, p.1111111-

larlr sinn: 1!1e\e um1¡1oumh a1c ind1·cd g(}(Jt! 

~uppn.'!'ISor, nf FSJI 1cll'a~t: 1Kuli11 197~1. Thc.;1· 

ob~t·rvatium indir:Jtt' 1hat tht' FSI 1 dimin111ior1 
iudun:d h1 JJL·m-:\'ET wc1t' mt·diatcd \Í.1 Dt'"rn· 

gen rcreprois .lt1d aa· in .1((0ld;i111c l>'ith 1lw 

d1·111011~1r;1tion th.11 thi~ '.\LT clcriv;1ti1r· ¡·;¡n clfi•c • 

ri\t·/~· i11i1i;1/c ot'•il•Jgl'n-lil.t• hind1ctnicd 1dlul,11 
n'.~pon~e ( \'ik hi.. "' ,11. l !IXliJ. 

:\ll in all, tlw rC~lllt\ drmnn~11;1tt' .111 c11llar11r· 

11H·111nf1/w .11Hi!{1ll1,1dotropit potl'lll\ ni \'ET h~ 

its :\-1i111.{ 1e<l111tic111 in rhc animal modd t·ru­

l'lo~l'd llm' t1ndc1 li11i11~ tht• import;mrc nf 1l1t: 
Tl\l't,1hc1lic f.1tt· ol thc ,,·ntlil'lÍr ¡nol{l.''lllMt.'11. :\]-

1/Lou~h die clft·tt\ 11f tliL''>l' 111et.1holir 1m1\l.'r~itl/l 

prmlm:ts uf ,\'ET in othcr 111;1111111.111.111 '[ll'l'it'\ 

t;1111111t \'et he .1~t1.·r1.1i11cd :1111! 1le~e1\·c J'urther 
ph.11111aru[og:it"tl ª~'l'\\nll.'111, 1t 1·cn;1inl~ opl'ns up 

fur ;i 11t•11 .1ppr11;1th iu thL· .. c;nch for ne1>· .11111 

potelll m ulation inhihitilll.l' al.l't'rU~. 

:\rknuwlt:dg:ments 

1 he .nnhnr\ ll'l~h 111 th,ml.. =--:IL\IJ!Hi. dlt·thc~da. ~IJl) 

!ur pn111d111;; rat 1.11 .md FSll hmlo.:ual matt·n;il !11r 
1l11· 1it>rlorm;irac 11! a~~.1\ .1nd ~I''· lk.nru. .\J.i101n lur 
11 pm~ thc 111.1mn1 npt. 

l'l1Í\ ""rl.. hJ~ u1ppor1c1I 111 p.1n In (f1;1111~ frum thc 
'.\.111u11al C:ounul .111d ~t1c11lc & Tnhnulogy ico;-.;,\. 
cr J'), ~ICXlUJ Cic~. thl' ,',¡i1·u.1J l'rogr.lflllllt: uf Rc!eard1 
H1 1111111.111 Rt'protlullÍ<>n. \\'urld llc.1hh ()tg;in1ia11u11, 

c;t.llt'\·,1, .1nd the Rrn ldcllt'r F1111mla11n11. :'\'e"' \'01 l 
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FURTHER STUDIES ON THE ANTIGONADOTROPJC 
MECHANISM OF ACTION OF NORETHISTERONE 

J. GARZA·FLoRrs,1• M. MENJIVAR,1 M. CARDENAs,1 M. REYNoso,l G. A. GARciA: and 
G. PÉRI:Z PALACIOS1 

1 Dcputmen1 of Rcproducm·c B1ology, National lnst1tutc of Nutrition S. Zubirin. Vasco de Quiroga 
No. 15 TIJlpan, Mcxico Cil)· aml 1Molecular Biology Laboratory, Mc.rJcan lnstitutc of Social Security, 
Mextco City and 'Pmtgraduate Di'iis1on, Facu\ty of Chcmistry, National Autonomous Univenity 

of ~tc~ko, UNAM, Mexico City. Mexico 

(Rt'ct'iz·td 9 Aprzl 1990) 

Summary-To examine thc molecular mechanisms involvcd in the antigonadotropic effects of 
norcthistcrone (NET) and two oí its A·ring reduccd rnctabo\ites the 5:z·norcthisterone 
(5:z-NET} and the 3¡1,5:z·norcthisteronc (3¡1,S:z·NEn at thc ncuroendocrine levcl, a series oí 
expcnmt."nts werc undcrtakcn in adult castratcd rats. Anirnals wcrc primed eithcr with 0.2 mg 
oí tamo:.;ifen (Tam) for 4 consecutivc days or \.O mg oí cyproteronc acctate (CPA) for 1 days 
follo"'cd by a single subcutaneous injcclion of 0.5 mg of NET, 5:x-NET or 3¡'1,52·NET. Four 
hours l.:11cr. thcy \•;ere sacrificed and blood obtaincd for thc measurernem oí immunorcactive 
scrum LH and FSH. The rcsults indicatcd that anucstrogcn {Tam) pretreatrncnt prcdudcd !he 
inhibítor)· dfo:ts of NET ami the Jp,S2·NET but not those oí the 5:x-NET dcrivative. 
Pretrcatmcnt with CPA did not modified the antigonndotropic action of thc 3/J,Sa:-NET 
metabolite but it markedly rcduced the inhibitory action oí the 52-NET, thus indicating that 
in thc experimental model used, thc antigonadotrnpic cffects oí NET. are in par! thc n:sull 
ofits mctabolic com·crsion to ils A·nng n:duced mctabolitcs. Whi!e thc 5:x·NET displaycd an 
androgcnk effcct. thc 3fl,5:z·NET exhib1tcd cs1rogcn·like effect at thc neurocndocrinc lcvcl. 

l!'oTROUUCTIOS 

Norcthisteronc NET. (17:x·ethynyl· 19·nortcs· 
tostcronc). a 19·nortcstosteronc dcrivativc was 
first synthcsizcd in 1951 [ 1 ]: Sincc thcn this 
synthctic progestin has been widcly used as a 
contraceptivc agcnt cithcr alonc or in comb1· 
nation with c..-strogcns [2-5]. It has bccn rccog. 
nized that NET is furthcr mct::i.bolizcd to 
various dihydro and temthydro A·ring reduced 
mctaboli1cs which havc bccn isolated from 
scrum and urinc of women undcr contraccptivc 
thcrapy [6-8}. Previous experimcnts ha ve shown 
that NET displa)'S a varicty of hormonal effccts 
when administcred to ~cvcral mammalian 
spccics [9--J:!]. Tht: progcstogcnic. cstrogeni~ 

and androgenic cffccts 0f !'JET. havc hecn pre:· 
viously reponed in bioassays as well as in 
clinical studies l\J-16]. A<lministration of NET 
as an cnanth.:i.tc dcrivatÍ\C' exhibits a potent 
gonadotropin inhibitory ac1ivity in non·cstro­
gen·scmitizcd postmenopausal womcn. :m effect 
whu:h i~ not sccn with progcstcronc alone. 
-;uggcsting that its moJc of action might Jiffer 

from that of progesterone [17}. lndeed scvcral 
studies from our laboratories have suggestcd 
an estrogenic mode of action of NET upan the 
hypothalamic-pituitary unit of ovariectomizcd 
rats{l8, 19]. Moreovcr, furthcr studies have in­
dicatcd that biotransformation of NET to other 
metabolitcs such as the A-ring rcduccd dihydro 
dcrivatives can specifically intcract with either 
cstrogen or androgen receptors [20]. This intcr­
action has becn shown to be followcd by spccific 
biologica\ responses, that with estrogcn reccp­
tors therc is thc induction of progcstcrone 
highly spccific binding siles at thc pituitary leve!. 
Furthcr support for this conccpt was derived 
from rc<::cnt observ.:11ion <ihowin~ that .;orne 
tetr::i.lwdro·NET dcrivativcs are \ndced more 
potenl in tenns of inhibi1ory effcct nn serum 
gonadotropins lcvcls than NET itself[21, 22}. 

In the prcscnt study funhcr obscrvations on 
thc mcch::i.nism of action of NET are perfonncd 
bv the analvsis of thc c!Tccts oí the adminis· 
t;ation of NET and two of its A·ring reduced 
dcrivativcs C5:z-NET and 3/1.5:x-NET) upon thc 
hypothalamic-pituitary unit of adult ovari­
cctomizcd rals in thc prcsencc or tamo,tiícn 
(Tam) and cyproteronc acet::i.te (CPA). 
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EXPf.Rl~tF..~AL 

Chemicals 

Norethisteroue (NEn, (17a.-cthinyl-17p-hy­
droxy-4-estren-3-one) was kindly pro\'ided by 
Schering Mexicana, Mex.ico. Thc NET deriva­
tives \\'ere synthesized as prc:viously describcd 
[241 wilh minar modifications. The 3P,5l-NET 
was preparcd by sodium borohydride reduction 
[25]. The chcmical purity of NET and its metab­
olites was >98% as asscssed by me\ting points. 
high-performance liquid chromatogr:iphy and 
H-nuclear magnetic resonance spectromctric 
analysis. Tamoxifen (Tam), ltrans-{l-p-{J-di­
methylaminocthoxyphcnyl)-1,2-diphenylbut-I­
ene), was obtained from Imperial Chemical 
lndus1ries. Macc\esfield, Chc:shire, Cyproterone 
acet:ne ( 17-acctoxy-6-chloro-l:x,2.:x-methylcne· 
pregna-4,6-dicnc-3,20-dionc), was a gift from 
Schcring Mexicana, Mcxico. Ali othcr chemicals 
employcd wcre analytical grade and purchascd 
from Sigma Chcm1cal Co., St Louis. ~lo. 

Anmwls 

Aduh malc and fomalc Wistar rats wcq;hing 
200-::?.50 g werc: gonadcctomizcd under light 
ether anesthcsia 3 wccks prior to thc cxper­
imcnts. Animals werc kept undcr a \~ h-light. 
10 h-dark day cyclc and ma~nt:uncd on food :ind 
\vater ud lihiwm. 

• .J.1111esrroge11 admi11i.Hra1io11 

Tamox1fen (Tam). was admmistercd s.c. ata 
daily r.losc ofO.~ rng for 4 c-onsccuti\'C days [18]. 
On 1he fourth Jav, thc animals (11 = 6) wcrc 
trcatcd with dth~r thc vchiclc. N'ET or ns 
metJbolitcs 5::r:-NET and J/l.5::r:-NET ;1t a single 
Josc of0.5 mg. Four hours aftcr. b\ood samplcs 
\\Cre obtJ.tned by dccapilation .rn<l ~erum ali­
quots \\Cre storcd at - 20 C for hormonal 
¡rna\~ .. ;1s. 

Antiaridrogen administration 

Thc stcroid:U progcstin with antiandrogen 
propertics cyprotcronc acetate (CPA) was sub­
cutaneously injccted at various doses to cstab­
lish thc antiandrogen optimal doses. One 
mílligram pcr day ior 7 days was subsequently 
chosen for thc study in male and femalc 
castratcd nus. 

Thc serum LH and FSH kvcls were measurcd 
befare and after primin¡; \\ith tamoxifen or 
cyproterone :icetate as well as aftcr 4 h of steroid 
administration. This schedule was based on thc 
the time rcquired for NET to induce a maxi­
mum gonadotropin inhibition [ 1 SJ. 

Homrone assa,1•s 

Serum gonadotropins werc mcasurcd by 
specific radioimmunoassays (RIA) using the 
double antibody technique following the 
protocols kindly supplied by thc NIADDK 
Rat Pituitarv Hormone Distribution Program, 
Baltirnore. ~1d. The rcsults were expresscd 
as n~/ml (mean:: SDl according to thc rLHT 
RP-1-·and rFSH-RPI uscd as standards. ll1c 
intra- and intcr-assav coefficients of variation 
far LH werc 6.3 an·d 8.9%, respcctive\y and 
for FSH .i.o and 9.5% rcspcctively. Direct 
comparison between thc 1 groups was pcr­
formed using thc Studcnt's t-test far unpaircd 
sampks . 

RE-o:;;L'LTS 

AdministrJ.Hon of >JET to adult castratcd 
mak r:us decrcascd thc scrum LH and FSH. 
This inhibitory effect upon serum gonado­
tropins \\':Js also obscrved· to a greatcr extent 
with both ~ET metabolitcs indicating thctr 
grcatcr antigonadotropic potency (Table 1 ). 

T.ible 1 [if~I "! .i "n~lc in1:'1,;:.n of OS m~ of :--·ET Jnd 1ts r~¡¡¡;C<l mc1Jb(l!il:' ~,.:-.;ET 
.ind \!.~,.!';ET """" 'crum Lll •n '.11\fJlcd mJlc uu !l.~•ull• .ue npreu:d .i~ 1~.e 
fllC.11\ "::Si) TI.e l'~r.;r.1v,:: ;' ! I! •r.~:\- ".·~ f•,,.,, '~" '1''1ll<•1 roll lffJUI:f111 ll ~hO"ll \<l 

rur~.1i-,r1.tt 

('0111r"l 
~,•\Hl:Jtmt!U '-ET 

'"" rrnr.eJ ;91 : :~ J•i'I::::· 
t-ch1.:lc\ (lh 

C'1rn'terc"e J((!l!t w -·· ;,9 :: ~ !" 
\1 m~ dH . J~"' ( ~91 

T.i:n.n(:n ,¡~~:: "' 
1:Qíl ~~ J.11 ,¡ dJHI \11\ 

~ .. 1: 

•p <:1llll >\hC<l "''ml'J!e<I L•' .;.J~a.•I ¡•,-.1 l:tll~rnt otCU;" 

'P "'ll (\H "htn •··:nrlrr.: 1,. ••'nlt•'I j'.J~t 11um~rn1 ¡ti.:111' 

~J·~[T 1,! ~1.SFT 
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Anligonadotrop1c action of NET " 
Whcn the serum LH and FSH levels wcre castrated fcma1e rats. Sincc the ndministration 

comparcd before and after 1amoxifcn adminis- of l mg for '7 days of cyproteronc acctate did 
tration. a slight non significant rise was ob- not induce any significant cbange in the circulat­
served. As shown in Fig. \, administration ing pituitary gonadotropins leve\ this dosc was 
of a single dose (0.5mg) of 5:i-NET to Tam chosen for further cxperiments whereas admin· 
primed rats resulted in a significant (P < 0.00\) istration of 2 mg of CPA inhibited the scrum 
dccreasc in serum LH and FSH tevc:\s. How- LH levels whcn comparcd to prctrcatment val· 
evcr, neithcr NET nor 3j),5:t-NET was etTec- ues (Fig. 2). Figure 3 shows thc rcsulls of LH 
tive as gonadotropin inhibitor in TAM primed and FSH in serum when NET or its A-ring 

Tamml1" - S1rvm 1.)1 CJ Str~m FSH 

02m9ld11y/4dgy1 
"'""~-~----------~1000 

'ºº 
~ 600 

ó.. 400 

ce: 200 

l200 

'"" 
400 

POST 

Fig. l. Effect of NET. Si·NET and JtJ,S::ii:·NET upon ~rum gonadotropins in u.mox.ifen primed fema1e 
~1ra1ed ra1s. •p < 0.001 when h·NET wa.s compared wilh control post tamo1ifen group. Thc tcsulu 

are e11.prcw:d a5 mean± SO. 

-CypAc,l1rn9l -cv11Ac.!2m9I :c .. ,.,... ----tl::-----1 

j:::¡~~ 
'ºº 
,ºº 1 . 

o 
Ooyt 

fig. 1. Effe<:t of C)proternne aceta le upon serum LH in cas1ra.tcd fema\e rats. Resuhs are mean± SO. 

POST NE.T !:111-NE.T 3,6,!:111 
tlET 

Fi¡;. 3 Serum gonadolropin mh1b11ion of NET. Si·NET and JjJ,5:1-~ET in cyproterone acelale primcd 
.:inima\s. • P <O 001 v.h~n comp:ired with control post cyproterone acelll\C group. 
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rcduced derivativcs wcrc administercd to CPA­
treated rats. As depictcd, only thc 3/J,S:x-NET 
was ablc to decrcasc significantly (P < 0.001) 
the serum conccntration of LH, when:as FSH 
scrum conccntrations did not cxhibit majar 
changcs though therc was a slight dccrcasc 
aftcr 3/J,5:x-NET administralion. thus suggest­
ing the cstrogcnic potency of 3/J,S:x-NET. There 
was a lack of FSH inhibition aftcr NET or 
5:r:-NET. 

OISCL"SSIO:"'< 

Thc rcsults obtaincd in this stud\· confirm and 
cxtcnd prcvious observations on thc mcchanism 
of gonadotropin inhibition of NET and pro­
\'idcs furthcr ~videncc on the biological ;H.:livity 
of two of ils mctabo\itcs, thc 5:x-NET and thc 
Jp,5,.NET. 

Prcvious stu<lics from this group havc 
suggestcd that thc cstrogcnic cffects oí NET are 
probably duc to the íormation oí non-phcnolic 
A-ring rcduccd mctabo\i1cs which can intcract 
\\-'ith cytosolic reccptors othcr than thc pro­
gestcrone rcccptors [ l 7-19J. Thc dcmonstration 
that 5:x·NET can intcract it1 1·i1ro with thc 
androgcn intraccllular rcccptNS and that preícr­
entia\ly but not cxdusi,·cly thc 3{J.5:r-NET 
binds the cstrogcn receptors P,OJ, couph:d with 
the data obraincd on the induct1on of cstrogcn­
dcpendent progcsterone rcccptors oí thc rat 
anterior pituitary [:! l ]. and thc cnhanced in l'iro 
antigonadotropic c(foct oí NET rcduced mctab­
o\itcs promptcd us to umkrtakc this ~tudy in 
anticstrogcn and anti:mdrogcn primi:d r.:tt::.. 
Likc the natural amlrogcns. it is assumcd 1hat 
NET undercoc:. C\tcnsive in riro mctabolism in 
tht: targct ti;suc~. The 5:x-rcduction. ~ET could 
be furthcr mctaholilcd to thc tctrah)droLlcrha­
tivt:s such <IS 3:x.5:i-NET and 3/J,5:i-NET hy thc 
3:x -hydroxysterciid dchydrogcnase or 3/l -hy· 
droxystcroid dchydrogcnasc {.:!6]. \\'hile a large 
e\tent of3l·d1ols cou\d be 1ni<liLc<l h) .1 rc\CL>-

1blc reacuon oí thc h·hydrl1\y3tcn11d Jch)Jro· 
genasc. thc fi..1rma11on llf Jjl .J1ub \cJ to th.: 
r;\pid formation of more polar ~tcro1Js mdu::n­
ing that funhcr rcduction ar J/f ·<líols oi:i..·ur 
rather 1han ll;1.iJJt1l1n {~7J. Tht'Sl' l1hser'<lllllll3 
are important for intt:rprcting llUr d.1t.1 'imce 
intcrcrnl\'crsion hc\\\ccn me1:1lwl1tcs 3ccms ll1 

l1ccur it is unlil ... d) th.11 )/f.5:x-'.'ffT cnuld he 
nx.i<li1cd to 51-NET. l-10\\C\cr. 111 thc case oí 
S.:x-NET it is poss1b\c that tite dfccb 11h<;crvc<l 
in the prcsent '\tuJ~ are not onl) thosi: nf 
.S:x-NET but ;1bo 1ht: rc~ult of furthcr rcrJuc11L1n. 

The finding that Tam pretreatmcnt imp.1ircd 
thc gonadotropin inhibition oí NET and 3{J.5:x­
NET suggcsts that its dTcct is mcdiated via 
thc estrogcn receptor. Thc antigonadotropic 
c!Tcct oí S.:x-NET was maintaincd in the prcs­
cncc oí Tam thus indicating that 5.:x-NET as­
serts its action through interaction with a 
diffcrent cytoso\ic receptor. This suggestion is 
supported by thc prcvious rcsults indicating 
high affinity oí 5:t:-NET <leriv;.itivc far thc intra­
ce\\ular androgen rcceptors [20]. In ordcr to 
furthcr confirm thc androgcn-likc c!Tect or 5:x­
NET, CPA prctrcatcd animals werc treatcd 
with NET or its mctabolitcs. Thc obscrvations 
from thcsc cxpcriments indicatcd that undcr 
antiandrogcn trcatment, 3{1.5:x-NET main· 
taíncd its amigonadotropic activity whcreas thc 
inhibitory cffects of 5:r:-NET was significantly 
rcduccd. 

Thc ovcrall data suggcsts that tht: Jntigo­
nadotropic cffccts oí NET are the result of 
its A-ring rcduction, lc:.iding to the formation 
of 5:x-NET and 3/J,S:t·NET which cxhibit 
androgcnii.: and estrogcntc ai.:tions rcspcctivcly 
at thc ncuroendocrinc kvel. Thc significancc oí 
this results cou\d cxplain the wide spcctrum oí 
hormonal c!Tects ohst:rved aítcr thc in t'iro ad­
ministration oí NET and can be uscfu\ in thc 
dcsign oí more potcnt and spccific stcroidal 
contracept1vcs. 

Ack1w1./cd11emrn1s - 11m s1udy was supportcd m par\ by 
grants írom thc World lkahh Org.uma11on Spcc1al 
Pro¡;tJmmc of RcscJrch Dc\clopmcnt and RcscJrch Ttain· 
mg 111 Human Reproducuon, Gcncva; Thc Rockefclkr 
FoundJ\1011, ~c .... York: ;rnd Thc S.itional Counci\ uf 
S.:1cncc an¿ Tcrhno!og~ (CQ:-.l,\CYT), l'>km:u CI!} 
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