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RESUMEN

En este trabajo se determind la capacidad de los érganos del flanco del
hamster para reducir en la posicién 5 alfa, la doble ligadura de molécula
de levonorgestrel H3 (LNG-H3), asl como la habilidad que posee el
compuesto b5 alfa reducido (b alfa LNG), producido en este tejido, de
unirse a los receptores de andrégenos. También se investigd el efecto del
levonorgestrel y de su metabolito 5 alfa reducido sobre Ia incorporacién de
glucosa isotépicamente marcada con c14 al extracto lipfdico obtenido de
este tejido.

Para ello, los 6rganos del flanco fueron disecados del animal,
homogeneizados e incubados en presencia del LNG-H3 y NADPH a pH de
7.4, El aislamiento y la pureza radioquimica del metabolito 5 alfa reducido
producido, se determiné por la técnica de dilucidén reversa isotdpica. La
capacidad de unién de los andrégenos por moléculas presentes en el
citosol obtenido de homogeneizado de gldndulas del flanco se determind
incubando pequenos volimenes del citosol a 4° C por 18 horas en
presencia de concentraciones crecientes (1-10 nM) de mibolerona H3
para determinar la constante de afinidad (Kd) . Con este dato se
realizaron, mds tarde, los andlisis por competencia, que tienen como
objeto comprobar la presencia de los receptores de andrégenos. Para ello
se incubaron pequeiios volumenes del citosol, en las mismas condiciones
mencionadas arriba, con mibolerona H3 a una concentracién de 1.4 nM
en diferentes tubos. A cada uno de ellos se les agregaron concentraciones
crecientes (20-200 nM) de hormonas esteroides no marcadas
isotépicamente. El efecto del tratamiento tépico con LNG y 5 alfa LNG, se
evalué mediante la prueba del érgano del flanco, que consiste en medir el




aumento del didmetro de la mancha pigmentada que distingue a este
érgano. La incorporacién de glucosa radioisotépicamente marcada al
extracto lipidico asl como el contenido de éstos, se determind después de
la extraccién con cloroformo : metanol de los drganos del flanco
previamente incubados a 37 ° C en presencia del isétopo a pH de 7.4.

Los resultados muestran que el homogeneizado obtenido de érganos del
flanco es capaz de reducir el LNH-H3 a 5 alfa LNG Y que este compuesto
se une a los receptores citosélicos de andrégenos presentes en este
tejido. La prueba del érgano del flanco revela que el 5 alfa LNG tiene un
efecto androgénico menor que el LNG y la testosterona. Este compuesto
es capaz de disminuir el contenido de Ifpidos en los dganos del flanco de
las hembras en comparacién con el control, mientras que en el macho
castrado tratado no se observa esta reduccidn. Las aplicaciones tépicas

de LNG vy b alfa LNG por 15 dfas sobre los drgano del flanco aumentaron

la incorporacidn de glucosa marcada isotépicamerite a lipidos en forma
semejante a la T en condiciones de incubacién /in vitro.

El conjunto de datos que el LNG y el 5 alfa LNG presentan actividad
androgénica sobre el metabolismo de lipidos en los érganos del flanco de
machos castrados y tratados, mientras que en las hembras parece tener
actividad antiandrogénica.




ABSTRACT

The in vitro 5 alpha reduction form 3H levonorgestrel {3H- LNG) as well as its
binding capacity to the androgens receptors by hamster flank organs was
investigated. Furthermore the effect of LNG and its 5 alpha reduced metabolite
formed, on the flank organ test and -U-14C glucose incorporation into lipids by

this tissue were determined.

Homogenates from female hamster flank organs were incubated in presence of
3H.LNG and NADPH at pH 7.4, Isolation and radiochemical purity of
radioactive LNG metabolites were determined by reverse isotope dilution
tecnique. Binding sites for androgens in the male hamsters flank organs
cytosol, were satured in presence of increasing concentrations ( 1-10 nM) of
[3H] mibolerone, permiting the calculation of affinity {Kd)., For competition
experiments, tubt'als contained 1.4 nM of [3H] mibolerone plus a range of
increasing concentrations {20-200 nM) of the different unlabeled steroids
hormones, sample processing was performed for saturation énalysis. The flank
organ test was realized as had been reported before and -U-14C glucose
incorporation into lipids and content of them, was determined in organ culture

conditions to pH = 7.4,

The 5 alpha LNG metabolite formed from LNG, had binding capacity to
androgen receptors in flank organs enhancing their affinity as compared with
LNG. The flank organ test demonstrated that the 5 alpha reduced metabolite
activity was similar to that observed for LNG and T on gonadectomized male
hamster flank organs. The influence of topical applications with LNG or its 5
alpha reduced metabolite increased the radiolabeled glucose incorporation into
lipids in a similar way than T in this tissue. The overall date indicated that LNG
and 5 alpha LNG presented androgenic activity over the lipid path_way on male

flank organs, whereas in females had antiandogenic effect on the lipid content.
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INTRODUCCION.

El acné es una enfermedéd multifactorial que depende de varios mecanismos
patogenéticos para su expresidn. El factor mas importante en la patogénesis del
acné es la hipersecrecion de las glandulas sebdceas, que es inducida por la accién
de andrdgenos (1). Flamigni y Price (2) demostraron que en pacientes con acné
vulgaris existe una excesiva conversién de testosterona a su metabolito 5 aifa
reducido, la dihidrotestosterona (DHT), que es un potente anabdélico, por lo cual
podemos afirmar que el acné es una enfermedad andrégeno dependiente
genéticamente determinada, por lo que el metabolismo excesivo anormal de la

testosterona puede ocurrir en diferentes etapas de la vida.

Strauss {3} demostré que las gldndulas sebédceas de la cara, espalda y pecho,
incrementan su tamafio y secrecién al aumentar la formacién de DHT durante la

pubertad, para luego decaer a niveles relativamente bajos cuando el crecimiento ha

terminado.

Ha sido ampliamente demostrado, que los tejidos blanco para andrégenos tienen la
capacidad de metabolizar testosterona a 5 alfa DHT, gracias a la catalizacién de la
5 alfa reductasa, qUe es una enzima que se encuentra presente en la mayorfa de
los tejidos blanco {4, 5}. La piel humana (6} y las gldndulas del flanco del hamster
{7) son un ejemplo de este tipo de tejidos ya que presentan enzimas que

metabolizan a los andrdgenos, asf como receptores para dichos esteroides.

La androstendiona, es otro andrégeno presente en el suero en ambos sexos. En el
hombre se encuentra en menor proporcién que la testosterona, mientras que en la
mujer se encuentra una mayor proporcidn de androstendiona que de testosterona
(8). Este andrégeno también es substrato de la b alfa reductasa y forma la 5 alfa

androstandiona, que tamblén es un metabolito activo.
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Se ha demostrado que existe una interconversién entre la testosterona y la
androstendiona, gracias a la catalizacién de la enzima 17 R hidroxiesteroide
reductasa, lo que explicaria el mecanismo en la produccién de sebo en mujeres

con acné (9).

Estudios de cinética enzimatica realizados por el grupo de Voigt {10}, demuestran
que tanto la progesterona, como la desoxicorticosterona, son capaces de inhibir la
formacién de DHT, por competir con el sitio de unién da !a molécula enzimética, ya
que ambos tienen el grupoA4 - 3 ceto en el anlllo A, que segin los mismos

autores es el sitio principal reconocido por la enzima,

El mismo grupo demostré que las sustituciones en el C - 17 en la posicién alfa , asf

como cualquier alteracion en el nicleo esteroidal, como la pérdida de un metilo en

los compuestos 19-nor, reducen la potencia de los esteroides para ser reconocidos

por la 5 aifa reductase.

Hsia y Voigt demostraron que la 17 B carboxi 4-androsten-3-ona (17 B C), que es
un producto de degradacién de la desoxicoticosterona, es un potente inhibidor de
la formacién de DHT y que en contraste con la progesterona y la

desoxicorticosterona, no es precursor de andrégenos (11},

Otros compuestos que disminuyen la formacién de DHT son el 17 B - NN, |

dietilcarbamoil - 4 - metil - 4 aza- 5 alfa androstan - 3 ona (4 MA) que se ha
demostrado, es capaz de inhibir a la 5 alfa reductasa tanto /in vive como /n vitro
(12) y la progesterona que eS un compuesto que antagonista con el receptor de

andrégenos y con la 5 alfa reductasa (13).

Actualmente se conoce una gran variedad de esteroides con actividad
antiandrogénica cuyos efectos han sido descritos (14,_15) . Este grupo de
substancias han sido probadas por varias vias de acceso a |a economia corporal,

mostrando efectos distintos, tanto en su farmacocinética como en su
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farmacodinamia. Entre los tratamientos tépicos con antiandrégenos se encuentra el
uso de antagonistas para 8l receptor de andrégenos como la 17 alfa
propilmesterolona {PM) {16}, la propil testosterona {17}, la 3-oxo0-4 metil-aza-5 alfa
- androst - 1 ene 17 carboxilato {18) que tienen alta afinidad por el receptor de
andrégenos y disminuyen el tamafo de la mancha del dérgano del flanco del
h&mster ; sin embargo no han sido probados como farmacos para mejorar el acné.
El levonorgestrel { LNG), es una progestina sintética que tiene afinidad por el
receptor de andrégenos (19), que mejora el acné en piel humana cuando se utiliza
por la via tépica {20) y que disminuye el tamano del érgano del flanco del hdmster
aunque aumenta el didmetro de la mancha de éste, as/ como el nimero de

folfculos pilosos {21),

El RU 38882 (22) es un antiandrégeno no esteroide {23), 100 veces més potente
sobre la piel que el acetato de ciproterona. Este compuesto disminuye el retfculo
endopldsmico de las células de las gldndulas sebdceas en la rata. El reticulo
endopldsmico es una estructura involucrada en la sintesis de llpidos. Se ha
demostrado que en los casos de seborrea la densidad de esta microestructura se
encuentra aumentada. El RU 38882 es un antiandrégeno que no presenta efecto
sistémico sobre la préstata cuando se inyecta por las diferentes vias. Se ha
informado que este compuesto aplicado por la via tdpica no modifica la
concentracion de los receptores de andrégenos en el citosol de la dermis en las
ratas castradas, mientras que los aumenta en la dermis de las ratas intactas. Dado
que el RU 38882 no modifica los niveles endégenos de testosterona es probable

que el compuesto impida la formacién del complejo andrégeno-receptor (24).

El acetato de ciproterona, es un compuesto que se une al receptor de andrégenos
y es capaz de mejorar el acné en piel humana (25} cuando se administra por la via
oral; sin embargo en aplicaciones tépicas sobre la piel, no inhibe la produccién de
sebo por lo que es clinicamente no es efectivo por esta via. Su falta de eficacia,

puede ser atribulda a su parcial efecto androgénico, ya que aumenta la densidad
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del reticulo endopldsmico en las glandulas sebaceas de la piel de la rata después

de aplicaciones tépicas {22).

Resumiendo los datos anteriores se pueden visualizar 2 posibles rutas para inhibir
el efecto de los andrégenos: a) el bloqueo del receptor de andrégenos a través de
un antagonista & b) por la inhibicidn en la formacién de DHT por agentes

inhibitorios de la 5 alfa reductasa.

Edgrin y Col. (26) demostraron que el levonorgestrel (LNG) es un compuesto que
no tiene actividad estrogénica, ni es convertido a estrégenos /n vivo. Es un
potente anticonceptivo oral con propiedades semejantes a la progesterona; pero
mas potente que ella y sin presentar efectos androgénicos. Es una hormona que

no tiene efectos mineralocorticoides o glucacorticoides.

Estudios realizados por Fotherby en humanos, demuestran que el levonorgestrel se
absorbe a través del tracto gastrointestinal; su vida media en el plasma es de 19 a
26 horas. La principal ruta para su metabolismo en higado, es la reduccién del
grupo 4 en - 3 ona en el anillo A, dando como resultado los metabolitos urinarlos
en forma de sales solubles que son: los glucosiduronatos de 3 alfa - 5
tetrahidronorgestrel y el 3 8 - 5 @ tetrahidronorgestrel, as{ como el 5 # - 3
oxoesteroide. También Fotherby demostré la existencia de metabolitos hidroxllados
del levonorgestrel en orina, dentro de los cuales el mads abundante es el sulfato de

16 hidroxinorgestrel (27, 28).

El levonorgestrel se utiliza sélo o en combinacion con el etinil estradiol por via oral

en terapia anticonceptiva. Reportes de Barranco y Jones (29) indican que este

compuesto en dosis de 0.5 mg diarios por 4 meses fueron capaces de empeorar el

acné de 3 de las 5 pacientes estudiadas, mientras que aplicaciones tépicas diarias

con pomada conteniendo LNG al 5% por 10 semanas fueron capaces de me]orar-el

acné (20} . Esto puede atribuirse a que por via tdpica este compuesto es capaz de

et i Ay e e v e s e Bt e 124
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disminuir el contenido de lipidos de células estimuladas con testosterona como ha

sido demostrado por nuestro grupo {21),

Por otro lado, existe el hecho de que el acetato de ciproterona, que es un potente
antiandrégeno por la via oral {30} es un antagonista la accién de éstos bloqueando
la unién de la DHT a los receptores proteinicos especlficos ademés de disminuir la
biosintesis ovérica de andrégenos (31); sin embargo, para lograr este efecto, se
requieren dosis farmacoldgicas elevadas, por lo cual, en los estudios reportados
con humanos, no se ha alcanzado el éxito deseado, puesto que el tratamiento llega

a ser prolongado y los efectos colaterales a causa de la dosis son considerables.

Dado que los 6rganos del flanco del h&mster (OF) responden a estimulos
androgénicos presentando cambios morfolégicos semejantes al resto de las
gldndulas sebéceas, entonces éstas pueden ser un buen modelo en el estudio del
efecto de agentes tépicos, ademds de que por ser pares, el érgano contralateral es

util como control indicador de la actividad sistémica del principio activo {32, 33).

El efecto de andrégenos en el OF ha sido ampliamente estudiado. Takayasu y
Adachi (7) demostraron que después de la Iinyeccién Intraperitoneal con
testosterona 3H, el metabolito que se encuentra en mayor abundancla en el OF del

hadmster macho es la 5 alfa DHT ; que después de tres semanas de castracién la

captacién de 5 alfa DHT radioactiva disminuye considerablemente y que la.

- gldndula presenta atrofia ademds de una reduccion a la mitad de la actividad de las

siguientes enzimas que participan en la vfa glucolitica: hexocinasa,
fosfofructocinasa, aldolasa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa ; también se
encuentra disminuida la actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, que es
una enzlma que participa en el ciclo de las pentosas (33). Se ha informado que 20

mg de T inyectada a los machos castrados, son suficlentes para aumentar el

porcentaje de incorporacién de glucosa 14¢ a |actato de 3.1 a 4.8 % (34).
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E! grupo de Mauvais-Jarvis demostré que la T se metaboliza a DHT, 5 alfa
androstandiona, androstendiona, androsterona, dehidroepiandrosterona vy
androstandioles tanto en foliculos pilosos de piel humana, de hdmster y también en

tos OF (35).

En 1974, Adachi demostrdé la presencia de receptores de T y de DHT tanto en
citosol como en nicleo del OF del hamster macho. La castracién en estos animales
disminuye la capacidad de unién de los andrdgenos a su receptor, Dicha capacidad

puede ser recuperada con dosis de 20 mg de T o de DHT (34).

Frost y Gédmez informan (36) que la aplicacidén tdpica de esteroides androgénicos
sobre el OF del hdmster hembra causa un aumento en el didmetro de dicho érgano
y que cuando se aplican antlandrégenos al mismo tiempo con esteroldes
androgénicos por esta via, la accién de estos Ultimos puede ser inhibida. Estos

datos coinciden con los de Clanachan y su grupo (37).

Por otro lado se ha demostrado que el 17 B C disminuye los lipidos en el citoplsma
de las células de los OF tratados con T (38), mientras que el acetato de
ciproterona o el de clormadinona no tienen este efecto. Se ha informado que 600
19 de acetato de ciproterona inyectados simultdneamente con 20 mg de T por via
intraperitoneal reducen |8 via glucolitica aumentada por la T de 4.8 % a 2.8 % . El
porcentaje de incorporacion de glucosa a lipidos , segin estos autores disminuye
de 0.009 % a 0.007 % en la tratada (34).

Cuando se incuban /n vitro OF del hamster hembra tratadas d.iariamente por
espacio de 3 semanas con 5 ug de T, en presencia de este esteroide y utilizando
glucosa como precursor de lipogénesis, se observa una mayor incorporacién de la
marca al extracto lipfdico que en el caso del control. Si este experimento se repite
en las mismas condiciones , pero utilizando el LNG en lugar de la T, se encuentra
que la incorporacién de glucosa a ifpidos es semejante al control. Utilizando

conjuntamente los 2 esteroides en el mismo esquema experimental, se obtiene que
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la cantidad de lipidos marcados es similar al control {datos no publicados). Los
resultados obtenidos por nuestro grupo indican que la T aumenta la sintesis de

Ifpidos a partir de glucosa 14¢, mientras que el LNG parece inhibir este efecto de
laT.

Cuando los OF del hdmster hembra se trata por 3 semanas /n vivo con T, el peso
de los lipidos extraldos por el método de Folch aumenta en comparacién con el
control, y cuando se trata con 5 u# de LNG tdpico el mismo lapso de tiempo, el
peso de los llpidos extraldos es igual al control . Cuando se tratan con 5 ygde T
més 5 xg de LNG diariamente por 3 semanas, no se observa aumento en el peso
de los Ifpidos en comparacién con el control {datos no publicados} . Los datos
obtenidos por nuestro grupo, sugieren que la T produce aumento y acumulacién de
Ilpidos en el OF tratados con la hormona en las condiciones experlmentales,

mientras que el LNG parece incrementar la degradacidon de la grasa en estas

mismas células.

Por otro lado, ha sido informado que el LNG es una progestina que per se , se une
con alta afinidad a los receptores de progestdgenos y andrégenos; pero no de
estrdgenos, y que esta afinidad por el receptor de progestdgenos disminuye
cuando el LNG es metabolizado a b alfa dihidro-LNG (6 alfa LNG), 3 alfa, b alfa
tetrahidro-LNG (3 alfa, § alfa LNG) y el 3 B, 5 alfa LNG. Sin embargo el 5 alfa LNG
aumenta su afinidad por el receptor de andrégenos, mientras que la reduccién en
las posiciones 3 y 5 destruyen completamente la afinidad por lo}s rec}eptores a

progestdgenos y andrégenos en los tejidos blanco para estas hormonas (39).

En las pruebas realizadas con el OF se observa que el efecto de la T sobre la
sintesis de lipidos es antagonizado por el LNG, razén por la cual, es factible que su
metabolito 5 alfa reducido (5 alfa LNG), que tiene una alta afinidad por el rveceptor

de andrdgenos, sea el responsable del efecto antiandrogénico observado en este

tejido.
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Por otro lado, la posterior reduccién de la doble ligadura en el C-3 en la molécula
de LNG, podrfa explicar el hecho, de que cuando este producto se aplica por via
tépica en plel humana (20), no se produzcan efectos colaterales después de 10

semanas de tratamiento por esta via,

Dados los antecedentes anteriores es de interés conocer las interacciones del LNG

y sus metabolitos con los receptores de andrégenos en el QF.
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ESTRUCTURA Y PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LA 5 alfa REDUCTASA.

La 6 alfa reductasa es una protelna hidrofébica formada por 259 aminodcidos, con
un pesc molecular de 29462. Es una enzima que se encuentra en la fraccién
microsomal de las células blanco para andrégenos y es el catalizador responsable de
la conversién de testosterona (T) a 5 alfa dihidrotestosterona (DHT) que es un
andrégeno méas potente. Esta enzima juega un importante papel en la diferenclacién
sexual ya que la induce y desarrolla los genitales masculinos {40), asl como en la

fisiologla de los andrégenos.

La mutacién del gene que codifica a la 5 alfa reductasa Induce una forma de
pseudohermafroditismo masculino en el cual los genitales internos son masculinos,
mientras que los externos no estdn blen desarrollados (41). La expresién de! gene
que codifica a la 5 alfa reductasa estd regulada por los andrégenos. La
administracién de T induce la expresion del RNA, que la codifica en cél_ulas de
préstata, pero no en el hfgado (42). Estos datos sugleren que el gene que la codifica

se regula en los diferentes tejidos.

Otra caracteristica de esta enzima es su papel en algunas anormalidades como

patrones de calvicie en el varén, acné e hirsutismo (43).

Existe mucha controversia acerca de ia existencla del nimero de Isoenzimas
presentes en el higado y en la préstata y sus requerimientos por cofactores. Se ha
reportado en la literatura la existencia de 2 tipos de i‘soenzlmas de la b alfa reductasa
codificadas por diferentes genes: la de tipo | y la de tipo Il. La de tipo | que cataliza
la reduccién de una variedad de substratos y que es Insensible al esteroide 4 aza-
finasteride (43) ; pero que no es la responsable de la anormalidad conocida como
deficiencia de 5 alfa reductasa (44); ya que el DNAc codificado por el gene
involucrado en la sintesis de la enzima es normal en esta enfermedad genétlca. Otra

caracterfstica de la del tipo I, es que se expresa ligeramente en la préstata del

humano y tiene homologla del 60 % de amino4cidos con la 5 alfa reductasa que se
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expresa en el higado (40). La estructura del gene que codifica a esta enzima, ya ha

sido demostrada {44). Esta enzima se expresa a pH neutro ¢ bdsico en fibroblastos
humanos (46).

La 5 alfa reductasa de tipo I, {45) se diferencia de la de tipo | en varias
caracter(sticas:

.inhibe su actividad en presencia del esteroide 4 aza-finasteride por lo cual se
describe como senslble a finasteride.

.Parece ser la responsable de la enfermedad conocida como pseudohermafroditismo
mascullno con deficiencia de la 5 alfa reductasa, por lo cual su papel en la
diferencicién de los genitales externos masculinos asf como de la gldndula prostatica
es muy claro. En este padecimiento, el gene autoéémlco presente en el cromosona b

que codifica a la enzima funclonal puede estar alterado : por presentar una mutacién
0 mutaciones {41) .

.Solo se expresa a pH acido y es muy abundante en la prdéstata.
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MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS ESTEROIDES,

El descubrimiento de las hormonas esteroides data desde principios de siglo. En

1962 Jensen y Jacobson identificaron protefnas celulares que unfan hormonas -

esteroides con alta afinidad y especificidad. Este descubrimiento revoluciond el
concepto del mecanismo de accién de hormonas esteroides. Tiempo mds tarde los
grupos de Jensen y Gorski lanzan el concepto de como el complejo receptor -
esteroide inicia los eventos de cascada que permiten la expresién de genes
especificos. Por ese tiampo, Clever y Karlson demostraron que la ecdisona {un
esteroide presenie en los insectos) inducfa la formacién de cromosomas " puff " y
con esto documentd la primera demostracién directa de la induccién de la
expresion génica por las hormonas esteroides. Ashburner demostré que la
activacién de varios genes por la ecdisona, se traducfa en la sintesis de protelnas
de manera rapida e independiente, mientras que otro gran nimero de genes

respondfan después de varias horas y en forma dependiente {47},

El mecanismo de accién de hormonas esteroides, comienza cuando éstos se
difunden pasivamente dentro de todas las células; los esteroides forman complejos
con protelnas receptoras intracelulares {R) que son esteroide y tejido especificas y
se encuentran presentes en concentraciones de aproximadamente 10,000 a

100,000 moléculas por célula. Cada receptor une a su respéctivo esteroide en

forma reversible pero con alta afinidad, las constantes de disociacién se

encuentran entre 1010 Yy 108 m.

La unidn con el esteroide resulta en una activacién que involucra cambios

conformacionales, as/ como cambios oliméricos en el complejo hormona-receptor

que hacen capaz a éste de unirse con alta afinidad a sitios especificos de la
cromatina. Una vez unido al sitio aceptor nuclear, el complejo hormdnav-receptor

parece actuar como factor transcripcional modulando la transcripcién de genes

especlificos y posiblemente en la fase post-transcripcional alterando los niveles de -

RNAm v protelnas.

_‘..,M..__._.._._,...M»,
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La regulacion de la activacidn de los receptores no es aln un mecanismo muy
claro; sin embargo las interacciones con otras protefnas no receptores pueden ser
la clave de dicha reghulacién. Se ha informado que las protelnas heat-shock de 90
KDa, estdn asociadas a la mayorfa de los receptores a hormonas esteroides
inactivos, pero no a la forma activa. La fosforilacién, es otro evento que también
ocurre antes y durante la activacién del receptor, a través de cinasas asociadas al
receptor, por lo que podria ser otro mecanismo de regulacidn. Un tercer
mecanismo podrfa ser a través de las proteinas Fos y Jun, las cuales podrfan
actuar como factores de transcripcién modulando la regulacidn de la transcripcién
de ciertos genes de manera positiva o negativa, como ha sido reportado para la
regulacién de glucocorticoides y estrégenos (48). Estas protefnas forman
heterodimeros con e! receptor de hormonas esteroldes, quizds en forma similar al

zipper regulador.

El siguiente esquema podrla clarificar esta hipétesis para la regulacién del estimulo

transcripcional: los estimulos que pueden ser hormonales, factores de crecimiento

6 blen neurotransmisores, podrfan activar la transcripcién de proto-oncogenes

primarios, entre los cuales podrfan encontrarse c-fos, c-jun, y c-myc, a través de
segundos mensajeros como el AMPg, el Cat?2 y el acilglicerol, que pueden
acoplarse a estos genes para que se lleve a cabo la transcripcién como respuesta

primaria {49),

Las protefnas como Fos, Jun, Myc y otras, se traducen en el citoplasma de las

células blanco y répidamente se translocan al nucleo en donde pueden formar
homo & heterodimeros. La formacién de estos dimeros, se lleva a cabo a través de
la unién de residuos repetidos de leucina en los dominios de las alfa- hélices d»e' las
cadenas polipeptidicas, formando la estructura conocida como " zipper " de
leucina {49}, Estos dfmeros tienen la caracterfstica de presentar sitlos de unién a

secuencias especificas del DNA, como a la secuencia APy 6 a elementos de
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respuesta hormonal (SRE) {50). Esta unién estd mediada por una regién de
amino4cidos bdasicos en las protelnas. El resuitado de este proceso es la

transcripcién de genes blanco como respuesta secundaria.,

Resumiendo lo anterior podemos decir que las protefnas no receptoras juegan un
papel mediador en la Interaccién del complejo hormona-receptor con secuencias
especificas del DNA y con las protelnas asocladas al DNA, mecanismo que aun no
es muy claro. La Interaccién con oncoprotelnas como Fos, Jun y Myc, ofrecen una
explicacién para la regulacién rdpida de los esteroides sobre la transcripcién y
soporta el modelo en cascada que se tiene para los esteroides,

MODELO DE CASCADA PARA LA REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENICA
REALIZADA POR LAS HORMONAS ESTEROIDES.

La Interacclén del receptor activado con una primera secuencia especifica del
DNA, conocida como secuencia de regulacién o elemento de respuesta hormonal
(SRE), producirfa una rédpida induccién del producto génico {factor regulador) en
unos cuantos minutos. Esta protefna ¢ factor regulador podrfa interactuar con una
segunda secuencia especifica, la cual a su vez podrfa unirse a otros factores de

transcripcién suméndose (o en lugar de) a los receptores de esteroides, lo cual

producirfa una respuesta tardfa en la transcripcidn de genes estructurales y llevarfa

de 2 a 4 horas desde que el esterolde se adentré6 en la célula hasta que la

produccién de las protelnas encargadas de ejercer los efectos fisiolégicos que se

observan entre las 12 y 24 horas después del estimulo con esteroides {51).

Los eventos biosintéticos que resultan de la interaccidn esteroide-receptor,
incluyen la transcripcion det RNAy, precursor, el procesamiento y la traduccién de
protefnas especificas que alteran la funcién celular, el crecimlento vy 1a

diferenciacién,

e g e e o e S,
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Una vez que el complejo hormona-receptor ha interceptado con sitios aceptores
del DNA, el esteroide se libera de su receptor, desocupando los sitios de éste, y
méas tarde sale de las células blanco, se convierte a su sal en el higado y en esta
forma es eliminado del organismo a través de la orina, o heces fecales, o bien
puede ser capturado de nuevo como materia prima para formar nuevos esteroides,

como es el caso del cortisol.

La comprensién de la relacién que existe entre la unién esteroide-receptor y el
mecanismo de accién hormonal depende de la vélida caracterizacién y la medicién

exacta de los receptores de esteroides.

bt Y L T e e g
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CRITERIOS QUE SE REQUIEREN PARA LA IDENTIFICACION DE UN
RECEPTOR.{ 52}

CAPACIDAD FiNITA DE_UNION: La respuesta bilolégica de las hormonas
esteroides, es un fenémeno saturable, dado que se tiene que formar un complejo
receptor - hormona, por lo tanto el nimero de receptores por unidad de masa de
tejido debe de ser limitada. Este criterio se demuestra cuando el recéptor se
expone a diferentes concentraciones de esteroide radioactivo y subsecuentemente
se mide la cantidad de esteroide unido al receptor. Este procedimiento serfa muy
simple si solamente existiera una sola clase de sitios de unién para un esteroide
dado; sin embargo la mayorfa de los sistemas poseen multiples componentes de

unién con su propia afinidad y capacidad para unir al esteroide en estudio.

ALTA AFINIDAD: Los receptores deben poseer alta afinidad para sus respectivas
hormonas, ya que los niveles circulantes de éstas son de 10-10 y 108 M. Si los

receptores no tuvieran esta caracterfstica, la respuesta no podrfa ocurrir.

ESPECIFICIDAD; La especificidad estd dada por la respuesta de la célula blanco a
la sefal hormonal, sin interferencia de otras sefales. Los sitios del receptor no
poseen una absoluta estereoespcificidad, ya que su capacidad para distinguir a su

propio agonista de otros es limitada.

ESPECIFICIDAD CELULAR O DE TEJIDO: Los diferentes tipoé de células o de
tejidos tienen cada uno de ellos una respuesta a hormonas que es especifica. Dado
que la respuesta es especlfica y mediada por receptores, l0s receptores solo van a

encontrar en estas células y no en las que no responden.

CORRELACIONES CON LAS RESPUESTAS BIOLOGICAS:  La demostracién de que
la respuesta hormonal depende de su unién con el receptor es el criterio més diffcil

de establecer, por lo cual deben realizarse varios andlisis.
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A DE TE E: A pesar de que en la
mayorfa de los casos existen diferentes componentes de unién al receptor en esta

parte se va a ilustrar como sl se tratara de un solo componente.

Si la cantidad total del receptor (R;} se determina en condiciones de equilibrlo con
el esteroide (S) hasta la saturacién o cerca de ésta, se obtiene una curva como la
que se representa en la Figura 1, la cantidad de hormona unida (RS) puede
relacionarse mateméticamente a los agonistas libres (S), a los receptores totales

(R¢) v a la constate de disociacién Kg:

[RS] = [R{l[S]
Kd+I[S]

Esta relacién es la cldsica para la cinética enzimética empleada en la ecuacién de
Michaelis-Menten aplicada a una condicién de equilibrio. Cuando un esteroide se
agrega al sistema, los sitlos del receptor llegan a saturarse y el punto de
saturacién es igual al nimero de sitios del receptor, unidn total (Ry). La constante
de disociacién (K4} es la concentracién del esteroide a la cual se unen el 50 % de
los sitios del receptor. Aunque los pardmetros Ry y Kg se pueden estimar en la

curva de saturacién, es mds exacto obtenerlos por el método gréfico de Scatchard
{63).

Los sitios del receptor que se unen rdpidamente a la hormona y la liberan

lentamente presentan alta afinldad.

ANALISIS DE SISTEMAS DE MULTIPLES COMPONENTES.

UNION ESPECIFICA Y NO ESPECIFICA: La unlién especifica que se discutié méas
arriba, se caracteriza por tener alta afinidad y baja capacidad de unién, mientras

que la no especifica se caracteriza por tener baja afinidad vy alta capacidad de

unidn al receptor,
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La unién no especifica resulta de la interaccion del agonista con sitios no
receptores que tienen baja afinidad y alta capécidad de unién.
La unién total del esteroide se define como: -

RS + NS

en donde RS es la unidn del receptor con su agonista y NS la unién a sitios no

especificos.

Los sitios no especificos se miden con la cantidad de hormona radioactiva unida al
receptor en presencia de la misma hormona radioinerte en exceso. £l compuesto
no marcado ocupa los sitios de alta afinidad del receptor, pero no Interfiere con la
unién al agonista 3H a sitios no especificos. Los sitios del receptor, se estiman

restando NS de RS + NS,

Para determinar las caracteristicas y pardmetros del receptor, se utilizan
compuestos radiolnertes, Esta practica, se basa en la premisa de que el compuesto
no marcado es un agente Inhibitorio. El razonamlento es verdadero cuando el
agonista radioinerte del que se trata, es idéntico al radioactivo, mientras que sl se
utilizan Inhibidores diferentes, se asume que se va a producir una inhibiclén de tipo

competitivo.

INHIBICION COMPETITIVA DE LA UNION AL RECEPTOR,

Los inhibidores competitivos disminuyen la unién del esteroide a los sitios del
receptor, de manera que el esteroide marcado no ‘pued‘a unirse'a éstos.’ Cuando se
aumenta la |

concentracién del agente inhibitorio se altera la K4, sin embargo el ndmero d'e
sitlos no cambia, en este caso se puede tener la segurida‘d de que se trata de un
agente inhibitorio competitivo, mientras que los inhibidores .no competitivos, no

alteran la Kq ; pero disminuyen los sitios de unién.
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Otro método utilizado en el estudio de !a especificidad y !a afinidad es cuando la
cantidad de hormona marcada isotépicamente se mantiene constante y se varfa la
cantidad de esteroide agente inhibitorio. En esta forma, se puede calcular la
constante de inhibicién (K; 50} que se define como la concentracién de agonista
no marcado radioisotépicamente, que inhibe por competencia el 50 % de los sitios
de unién del receptor (I 5o} mds el coclente que resulta de dividir la
concentracién de hormona marcada utilizada entre la constante de disociacién. Se

calcula de la siguiente manera : {54)

Kj=le 59d+ c

La afinidad relativa de unién (RBA), es el cociente que se determina, dividiendo las
concentraciones del substrato radioinerte a las que se observa el 50 % de la
inhibicidn de la unién del esteroide al receptor, del esteroide radioinerte idéntico
al marcado (S), entre el que no lo es (X}, Por ejemplo sl la concentracién del
compuesto S a la que ocurre el 50 % de Inhibicién es de 10 nM y la del
compuesto X es de 100 nM, la afinidad relativa de S serd de 10/100 o sea de 0.1
nM para S. Este método es vélido solo cuando las pendientes de las curvas son
paralelas, si no es asf, no se puede determinar el RBA, lo que indica que la

inhibiclén no es de tipo competitivo,

La inhibicién no competitiva puede ocurrir por multiples razones, por ejemplo: el
agente Inhibitorio puede ser capaz de precipitar o desnaturalizar al recep’tor’o a su
sitio activo, o alternativamente, el agente inhibitorio, podrfa unirse a un segundo

sitio del receptor y en esa forma alterar el sitlo activo,

DISTINCION ENTRE LOS SITIOS DE ALTA_Y BAJA AFINIDAD; Todos los métodos

para separar los sitios de unién de alta y baja afinidad dependen, como se dijo

anteriormente, de la afinidad del receptor por el agonista y del nimero de sitios de




21
éste, como son los anélisis en los que se utilizan precipitantes y/o adsorbentes, o

gradientes de sacarosa.

Para selecclonar el método mas adecuado para separar los sitios de alta afinidad y
baja capacidad, es necesario conocer el tipo de dato que nas darla la informacién
mas Util requerida. El gradiente de sacarosa obtenido por ultracentrifugacién
diferencial, ha sido ampliamente utilizado para determinar la estructura del
receptor; sin embargo, no es un método adecuado para medir varias muestras. La
didlisis es el método mas exacto para determinar constantes de unién; sin
embargo, la técnica més utilizada actualmente, por ofrecer cualidades précticas, es
el del carbén/dextrdn, en éste, los errores debidos a condiciones en donde no hay
un equilibrio o a la adsorcién indebida de protelnas al precipitado adsorbedor, son

aceptables.
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ANDROGENICIDAD DE LOS COMPUESTOS 19 NOR - ESTEROIDES 7 alfa
METIL 17 alfa METIL SUBSTITUIDOS.

Desde el afio de 1963, el grupo de Campbell {565) descubrié el aumento en la
potencia androgénica de compuestos esteroides 19 nor a los que cuando se les
adiciona un grupo metilo en la posicidn 7 alfa aumentan su capacidad biolégica,
Estos compuestos son agentes mas efectivos que las propias hormonas naturales
para producir efectos androgénicos. La pérdida de un metilo angular en el C-10 y
el aumento de este radical en la posicidén 7 alfa, es suficiente para aumentar varias

veces la potencia androgénicade la T.

EL aumento de la potencia androgénica en los compuestos 7 alfa metilados, se
debe a que el grupo 7 alfa metilo protege a la configuracién 19 nor, haciendo més
estable al compuesto y con mayor vida media, lo que consecuentemente se

traduce en el aumento de la potencia androgénica observada,

También en el afic de 1963, Segaloff (56} agregd otro grupo metilo en la posicién
17 alfa de los 19 - nor- androst - 4 ene -3,17 diona, aumentando asf ain mas su
potencia androgénica, por conferir este ultimo grupo mayor estabilidad al
compuesto, lo que lo convierte en un buen agente terapéutico como anabdlico y

como agente efectivo para atacar tumores malignos hormona dependientes (57).

Los compuestos 7 alfa metil andrégenos no se reducen en la posicién 5 en los
tejidos blanco para andrégenos, debido a que no son reconocidos por la § alfa
reductasa a causa del grupo metilo adicionado {68}, Sin embargo este corﬁpuesto
es activo en tejidos que no requleren de la DHT como metabolito activo, como es
el caso del musculo y la hip6fisis, por lo que estos compuestos qfrecen benefiCios

para la salud a hombres que requieren de tratamlentos con andrégenos (59).

La 7 alfa metil, 17 alfa dimetil - 19 nortestosterona también conocida como

mibolerona, es un compuesto que se une con muy alta afinidad a los receptores de
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andrégenos y a los de progesterona, En el caso de esta Ultima hormona, se ha
observado que existe diferente afinidad de unién entre la mibolerona y los
receptores de progesterona en Utero de rata y de ovinos, lo que sugiere la

existencia de una diferencia entre especies en la estructura del receptor (60).

Otra caracteristica de este andrdégeno sintético, es su incapacidad para unirse a
receptores de glucocorticoldes y a la albimina sérica que une a las hormonas
esteroides (60}, Estas caracterfsticas hacen de este compuesto un Ideal para

estudios de receptores de andrégenos con alta afinidad y baja capacidad.

i e o o 3 e e e
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Si el mecanismo de accidn del LNG o sus metabolitos es a través de su interacclén

con los receptores de andrégenos en el OF, entonces el agonista producira efectos

antiandrogénicos sobre este érgano,

OBJETIVOS

1. Estudiar la biotransformacién del LNG en el OF del h&mster hembra, y

particularmente la presencia de metabolitos 5 alfa reducidos del LNG { 5 alfa LNG).

2. Caracterlzar el receptor de andrégenos en el OF del hdmster macho.

3. Demostrar que el LNG o su metabolito 5 alfa reducido Interaccionan -

especificamente con el receptor de andrégenos en el citosol y en el nlcleo de las

células del OF del hdmster macho,

4, Determinar el efecto in vivo e in vitro del LNG y su metabolito 5 alfa reducido.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL RADIOACTIVO Y QUIMICOS:

Levonorgestrel (15, 16 3H) (LNG - SH), de actividad especifica de 24.28 Ci/ mmol
y LNG radioinerte obtenido de Schering AG {(Berlin). { 17 alfa metil 3H) - dimetil 19
- nortestosterona (DMNT - 3H), de actividad especifica de 85 Ci/mmol y DMNT
(mibolerona} radioinerte obtenida de Amersham Int, plc (Buckinghamshire) y
glucosa U - 14¢ (U-MC-G), de actividad especifica de 340 Ci mmol de NEN Co

{(Boston Mass) .

La progesterona (P4), DHT, NADPH, y glucosa radioinertes fueron surtldos por

Slgma Chemicals.

La pureza radioquimica de los compuestos marcados radioisotépicamente se
establecié por cromatografla en placa fina y en papel en un sistema de Bush Bj.

Todos los agentes y reactivos, fueran de grado analitico.

PREPARACION DEL 5 alfa LNG:

El 5 alfa LNG se sintetizé a partir de LNG, a través de la reduccién de la doble
ligadufa (A4) con litio y amonio, cristalizado en hexano: acetato de etil’o» "
purificado por cromatograffa (64). La pureza quimica del LNG y del 6 alfa LNG 'f_ue
verificada por sus puntos de fusién, v'por su conducta en HPLC. Su espectro dé
absorcién de rayos infrarrojos y por resdnancia magnética nuclear: (G_O) |
5 alfa LNG punto de fusién = 2389 ¢

(alfa) 20p (CH - Ci3) = 11,96 ©

IR: max 3380,3280, 1719 cm *?
NHRH { 011.0 (t, CH3) 2.55 (s, C = CH), 2.0 (bs, OH desaparece con D20)
p.p.m. o
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ANIMALES Y TEJIDOS.

Se utilizaron hdmster de Ia raza dorados, hembras y machos entre 150 y 200 g de

peso, que se mantuvieron en condiciones de bioterlo, con 12 horas de luzy 12.

horas de obscuridad con comida y agua ad /ibitum., Los animales fueron

proporcionados por el bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana -

Unidad Xochimilco.

Los animales machos, se castraron bajo anestesla con éter 72 horas antes de los
experimentos. Los animales se sacrificaron por decapitacién y los OF fueron
disecados, pesados y homogeneizados con un aparato de politrén {Brinkmann
Instruments, Waestburry, New York, utilizando buffer TEDAM compuesto por: 20
mM tris - HCl , 1.5 mM de EDTA; 0.25 mM de ditiotreitol; 5000 UK/ ml de
aprotinina y 10 mM de malibdato de sodio y glicerol al 10 %. El pH de la solucién
fue de 7.4 a 40 C. La dilucién del tejido fue de 1:2, El homogeneizador_se

centrifugé a 105,000 g por una hora a 2 OC, en un rotor 50.1 Beckman Ins. Palo |

Alto, para obtener el citosol,

Los animales hembras Intactos, se sacrificaron por decapitacién, los OF se

disecaron, pesaron y homogeneizaron en buffer Krebs - Ringer fosfato en una

proporcién de 1:10,
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DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Determinacién de _proteinas: Las proteinas, tanto del homogeneizado como del

citosol obtenidos a partir de OF de machos y hembras, se determinaron por el

método de Bradford {61),

1. Se prepard una solucién de albimina {Merck, grado de reactivo}, conteniendo
10 mg disueitos en 10 ml de NaCl 0.15 M, La concentracién de albumina en la
solucién, se comprobd con un anélisis espectrofotométrico en un aparato Bush and
Lomb, a 278 nm, en el espectro uv, basdndose en su coeficiente de extincién
€280 1% = 6.6, lo que indica que la absorbancia a esta longitud de onda, debe

de ser de 0,66, si éste dato no se obtiene es necesario ajustar la concentracién,

2. Las soluciones conteniendo de 10 a 100 ug de estédndar de albimina, se
pipetearon en tubos de 12 X 100 mm y en un volumen de 0.1 ml. E! volumen en el

tubo de prueba también se ajusté a 0.1 ml con solucién de NaCl 0.15 M.

3. Se le agregaron 5 ml de reactivo el cual se'preparé en la siguiente forma:
Se disuelven 100 mg de azul brillante de Coomasie G-250 en 50 ml de etanol al 95
%. A esta solucién se le agregan 100 ml de 4cido fosférico al 85 % (P/V), la

solucion resultante se diluye a un volumen final de 1 It.

4, Se dibu]a una Gréfica patrén de protelnas entre la cantidad de albimina &

absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

5. La solucidn problema se diluye con NaCl 0.15 M. Se pipetea en cada tubo un
volumen de 0.1 ml de la solucién problema en tubos de 12 X 100 mm , se le
agregan 5 ml de reactivo y se lee a una longitud de onda de 595 nm, Se prepara

un blanco que contenga 0.1 ml de NaCl 0.15 M + 5 ml de reactivo,

6. La absorbancia resultante del problema, se interpola a la curva patrén y se
extrapola de ésta al eje de las X para conacer la cantidad de proteina contenida en

la muestra,
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Metabolismg in vitro del LNG.{39)

Incubacidn: Se incubaron por duplicado 900 uyl de homogeneizado de OF de
hdmster hembra que corresponden a 3.3 mg de proteinas, en solucién Krebs -
Ringer fosfato conteniendo LNG - 3H a una concentracién de 8 4M en presencia
de NADPH a una concentracién de 431 4M en un incubador metabdlico Dubnoff a
37 0c por una hora, utilizando aire como fase gaseosa y en un volumen fina! de
incubacién de 1 ml. El experimento se repiti6 en las mismas condiciones,
solamente que en este caso, se agregd una concentracién de T 10 veces mayor
que la de LNG {Esquema 1 ). Se utilizé un control sin tejido, que se traté en forma
idéntica al experimental. Al final del perfodo de incubacidn, la reaccién se detuvo,

agregando acetato de etilo,

Extraccidn: Los esteroides radioactivos formados se extrajeron en 4 ocasiones con
3 volimenes de acetato de etilo. El extracto obtenido se sometié por 3 ocasiones
sucesivas a una particlién con hexano y metanol al 10 % en agua con la finalidad

de extraer la grasa.

Alslamiento de los compuestos radioactivos: El aislamlento y la pureza
radioquimica del 5 alfa LNG, se llevé a cabo por la técnica de dilucién Isotépica

reversa, la cual incluye una movilidad cromatogréfica idéntica a la del esterolde en

estudio, por lo menos en 2 sistemas de solventes diferentes y recristalizaclones

sucesivas, agregando una cantidad en exceso del esteroide radioinerte hasta

obtener actividades especificas constantes.

La conversién de los productos radioactivos, fue identificada en placas

cromatograficas, utilizando un graficador de radiocromatogramas marca Packard.

CROMATOGRAFIA: Los compuestos se separaron por cromatografia de pafticidn

en cromatoplacas de Al de 20 X 20 c¢m, con espesor de capa de 0.2 mm de sflica
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gel 60 F 254DC - Alufolien Kieselgel Merk. Se utilizaron estdndares externos
radioinertes que se detectaron por su espectro a 240 nm con una ldmpara de luz
uv modelo SL 2357, el LNG, o por reacciones de color especificas {acido molibdico

al 8 % en metanol}, para compuestos reducidos, como el 5 alfa LNG,

Para identificar los compuestos radioactivos en el cromatograma, se utilizé un

graficador de radiocromatogramas Packard.

Las 4reas de radioactividad que mostraron una conducta cromatogréfica idéntica al
de los esteroides radioinertes utilizados, se eluyeron de la placa con metanol y més
tarde el solvente se evapord al vacfo, Finalmente, a los esteroides en vias de
identificacién, se les anadié una cantidad adicional del esteroide radioinerte y se
cristalizaron en forma sucesiva, minimo en 3 ocasiones. Se determiné el contenido
de la radioactividad tanto en los cristales como en las aguas madres, para calcular
la actividad especifica final. Los resultados se expresan en nmoles de LNG

transformados/ g de protefna /hora de incubacidn.
Identificacién del raceptor en la_gldndula sebicea del hdmster,

Curva de saturacién y determinacién de los parametros de unién: Los sitios de
unién del receptor de andrégenos, se saturaron en presencia de ¢oncentrat:ibnes
crecientes de DMNT {1 - 10 nM) como ha sido previamente reportado (39). Los

resultados se analizaron de acuerdo con el método de Scatchard (53}, para

calcular la constante de afinidad y el nimero de sitios de unién {B max) por el

método de regresidn lineal.

Para ello, se tomaron allcuotas de 150 'yl de citosol, conteniendo 0.83 mg de
protefnas y se incubaron por triplicado durante 18 horas a 4 Oc en t’ubovs con
DMNT 3H en concentraciones crecientes de 1 - 10 nM y 50 4l de buffer TEDAM.
Con la finalidad de deterrﬁinar la unidn no especifica, paralelamente a este grupo

de tubos, se prepard otro, con idénticas concentraciones de DMNT - 3H ademas
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de 100 veces la concentracién de cada uno de ellos de DMNT radioinerte. Pasado
este tiempo, |a separacién de los esteroides unidos de la fraccién libre, se realizd
agregando 800 wl de solucién de carbén : dextrén {0.25 %: 0.025 %) en buffer
TEDAM a cada uno de los tubos, agitando suavemente e incubando éstos por 10
minutos a 4 9C. Transcurrido el tiempo, los tubos se centrifugaron a 800 g por 10
minutos y se tomaron alfcuotas de 200 ul de cada uno de ellos, para cuantificar el
contenido de radiactividad en cada uno de los tubos. Se agregaron 5 ml de liquido
de centelleo (aquasol, Packard) y se contaron en un aparato de centelleo liquido
Packard modelo tri-carb 2660. La eficiencia de conteo fue de 45 %. Los resultados

se expresan en concentracién nM.

d andr ldndu! ] : Para

realizar los experimentos por competencia de unién de los diferentes esteroides al
receptor de andrégenos del OF del hdmster macho, se utilizaron tubos que
contenfan una concentracién de DMNT - °H de 1.4 nM, a los que se les agregaron
concentraclones crecientes de 20 a 200 nM de los siguientes esteroides agonistas
radioinertes: 5 alfa DHT, DMNT, LNG, 5 aifa LNG y P4. El procesamiento de las

muestras Se realizd como se describié anteriormente para el anélisis por

~ saturacién. El célculo de la constante de inhibicién (K;) de cada compuesto, se

realizé de acuerdo a los procedimlentos descritos por Chang et al { 54).

Determin ! i rasa_durante el ciclo estral

La etapa del ciclo estral, se determind por la técnica de frotis vaginal (62), Se

analizé el contenido de lipidos por gravimetrfa en cada fase. El método se describe

brevemente:

Los OF del hamster hembra, se disecaron, se pesaron y se separaron los derechos :

y los izquierdos. Se colocaron en viales previamente tarados conteniendo
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cloroformo: metanol 2:1 por 24 horas hasta que las glandulas permanecieron en el
fondo. Pasado el tiempo, las gldndulas se sacaron del solvente, y éste se evaporé
a sequedad. Los lipidos del fondo se pesaron; los resultados se expresan en ug/

mg de glandula.

ANALISIS ESTADISTICO. Cada prueba se realizé en 3 ocasiones diferentes con la
finalidad de obtener precisién y exactitud en los resuitados, El contenido de grasa
en los drganos del flanco derecho e izquierdo fue comparado medlante la prueba
de X2, Mientras que el contenido de grasa en las diferentes etapas del ciclo fue

comparado mediante el andlisis de varianza de Schaffe ( paquete EPISTAT).

i in vivo co LNG alfa L

60 animales hdmster hembra de la especie dorados, se separaron en grupos de 4
animales cada uno y se mantuvieron en condiciones de bioterio con agua y comida
ad libitum., Ambos flancos fueron rasurados con maquina eléctrica antes dal
exparimento y cada 3 dias durante el desarrollo del mismo, El efecto de los
esteroides, se evalud sobre el érgano del flanco derecho, mientras que el izquierdo
se mantuvo como control de la absorclén sistémica del principio activo. El efecto
sobre el didmetro, peso, contenido y la sintesis de Ilpidos del OF, se determind
mediante aplicaciones diarias por via tépica de los esteroides durante 5 semanas.
El experimento se realizé por triplicado. Al érgano control, se le aplicé Unicamente
etanol, El efecto del solvente en estos érganos se determind y los valbras
obtenidos se restaron de aquellos del érgano derecho.

El esquema de tratamiento se realizé como se indica:

Grupo 1 (n=4) S5ugdeT (21)

Grupo 2 {(n=4) 5 ug de LNG (21)

Grupo 3 (n=4) 5 ug de 5 alfa LNG

Grupo 4 (n=4) SpygdeT + 5y de 5 alfa LNG

Grupo 5 (n=4) S5ugdeT + 5y de LNG

Transcurrido el tiempo los animales fueron sacrificados bajo anestesia con éter,
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rime i L 5 alfa LNG

Con !a finalidad de evaluar el efecto de los esteroides tépicos sobra la
incorporacién de glucosa U V4c 5 lfpidos in vitro por el OF del hdmster hembra,
éstos se midieron segin el tamafo del pigmento que mostraban, se disecaron
alrededor de la mancha pigmentada {63). Las gléndulas izqulerdas {control) se
pesaron y se agruparon en grupos de 4 gléndulas cada uno y se incubaron en
presencla de glucosa U 14¢ a una concentracién de 2 mM por 2 horas a 37 Oc
en 3 ml de solucién Krebs - Ringer a pH de 7.4 y 150 mg de albimina , en
presencia de 09/C0O»3, como ha sido previamente reportado para tejido graso (64}).
El mismo p'rocedimiento se siguid para las glandulas derechas {tratadas). Al
término de la incubacidn, los tejidos fueron colocados en § ml de liquido de Folch
(65) por 24 horas a temperatura ambiente en un vial previamente tarado.
Transcurrido el tiempo, se agrgé 1 ml de agua destilada por una hora, Méas tarde,
el agua se retird por succién al vacio. El solvente de extraccidn se evapord hasta
sequedad completa. Los Ifpildos se pesaron y se cuantificé la radiactividad
contenida en ellos, en el contador de centelleo Ifquido Packard, modelo 3390,
utilizando como solucidn de centelleo tolueno conteniendo 2 g de 2,5 - difenll -
oxazole (PPO} y 60 mg de 1,4 bis (2 - (5 - difenil- oxazolil) benceno} (POPOP} por
litro. Se calculd el porcentaje de incorporacién a lipidos tomando como 100% el

valor determinado para las gldndulas control, sin tratamiento el cual se estimé an

pmol/glandula/hora, seguin el criterlo publicado por Cassidy et al (66) . Los

experimentos se reallzaron por triplicado y se repitieron en 3 ocasiones diferentes.
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RESULTADOS.

DETERMINACION DE PROTEINAS,

Los resultados obt.enldos por el método de Bradford muestran que el
homogeneizado de un OF del hdmster hembra que pesa aproximadamente 16 mg,
posee un contenido protelnico de 0.53 mg, 2 gldndulas de peso aproximado de 29
mg contienen 0.907 mg de proteina y 3 gldndulas de aproximadamente 43 mg,

contienen alrededor de 1.66 mg de proteinas.

ETABOL vitro DE L

Formacién de 5 alfa LNG : La recuperacién de material isotépicamente marcado
con 3H de la fraccién metandlica resultante de la particién entre el metanol y
hexano de extractos de incubacién de homogeneizado de OF de hdmster hembra,

fue de 95 %,

Durante la purificaclén de los compuestos del extracto metabdlico por
cromatograffa en placa fina, se identificaron zonas radioactivas correspondientes al
LNG Rf = 0.55 y 5 alfa LNG Rf = 0.65, que tuvieron un comportamiento

cromatografico Idéntico a sus estdndares radioinertes.

Los resultados del experimento 1 indican que el LNG‘-3H es transformado a 5 alfa
LNG por el homogeneizado de OF del hdmster hembra, incubado /n vitro en
presencia de NADPH. Mientras que en el control sin tejido, el LNG se recupera

(ntegramente como este compuesto. Asimismo el exceso de T en el medio de

incubacién disminuye la velocidad de conversién de LNG a su metabolito 5 'alfa'

reducido {(Tabla 1 y Gréfica1l).

La Tabla 2 muestra las actividades especificas constantes obtenidas después de

recristalizar en 3 ocasiones sucesivas las muestras procedentes del eluato de la




EXPERIMENTO VELOCIDAD DE CONVERSION DR LNG A 5 alfa LNG
EN nmol/g de proteina/hora de incubacidn

CONTROL (sin homogeneizado) -

2 (T] en exceso 2.4

TABLA 1. Velocidad de conversién LNG-’H a 5 alfa LNG-°H por el homo-
geneizado de 6rgano del flanco del hdmster hembra incubado
in vitro por una hora a 37 °C, 1 en ausencia & 2 en presencia
de una concentracién 10 veces mayor de testosterona (T) en el
medio de incubacién.

-

llelRIulNTO N°® RECRISTALIZACIONES BUCESIVABS. A.E (3H) dpm/mg.

C1 462

C; 269

1 Cq 200

AM, 274

Cy 310

Cr 302

2 Cy 273

~AM4 430

TABLA 2. Datos de recristalizacién del compuesto aislado, 5 alfa
LNG, del homogeneizado del 6rgano del flanco del héms_
ter hegbra incubado in vitro en presencia de LNG °H
o LNG “H + T en exceso de 10 X. :




n mol/mg de proteina/ h de incubacién.
8

Bl 5 cita LNG FORMADO

CONTROL LNG
Concentracién pmol

GRAFICA . METABILISMO in vitro DEL LNG

LNG + T
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zona cromatografica correspondiente a 5 alfa LNG , con la adicién del mismo

compuesto radioinerte en los 2 experimentos realizados.
RVA DE SATURAC DEL RECEPTOR DE ANDROGENO

La Grafica 2 a muestra la curva de saturacién del receptor citosdlico de
andrégenos obtenido de homageneizado de OF de hdmster macho castrados con
DMNT - 3H. El analisis de la curva por el método de Scatchard, {Gréfica 2 b}
muestra un receptor con alta afinidad y baja capacidad de unién a la mibolerona
marcada en esta glandula. Los valores para Kq y B max fueron de 1.38 nM y de

0.42 nM respectivamente.

Al R 1Bl COMPETITIVA

El andlisis por inhibicion competitiva se muestra en la Grafica 3. La adicién de
DMNT, DHT, LNG, 5 alfa LNG y P4 radioinertes en concentraciones crecientes,
produjo diferentes grados de desplazamiento de la DMNT - 3H del receptor de

andrégenos del citosol obtenido de OF de hdmster machos.

El competidor més potente por los sitios de unién al receptor después de la DMNT,
Ki = 6.1, fue la DHT con una valor para Kj= a 7nM. El 5 aifa LNG y el LNG

también Inducen un desplazamiento significativo como lo muestran sus valores

para Kj de 18 nM y 20 nM respectivamente‘para cada compuesto mientras que la

P4, resulté ser un competidor ineficaz. El orden de afinidad para el receptor de

andrégenos por los compuestos esteroides fue 5 alfa DHT > 5 alfa LNG > LNG.
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GRAFICA 2a. CURVA DE SATURACI_ON DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRASA DE LAS GLANDULAS DEL FLANCO
DEL HAMSTER DURANTE EL CICLO ESTRAL.

Los resultados que se observaban al comparar el contenido de lipidos en las
diferentes etapas del ciclo estral se muestran en la Tabla 3 , La diferencia entre el
contenido de llpidos entre los OF derechos e izquierdos no es significativa,
mientras que existe una diferencia significativa en el contenido de lipidos entre el
estro y el diestro, esta no es tan clara entre el proestro, metaestro y estro. El

orden de contenido de lipidos en las diferentes etapas del estro fue: estro >

metaestro > proestro > diestro.

TO IN V. LN ifa L.

Los resultados del tratamiento in vivo se muestran en la Tabla 4, El LNG produjo
un aume}\to en el porcentaje del didmetro de la mancha, asf como del nimero de
follculos pilosos, en forma semejante a la T, al igual que el contenido de lfpidos,
cuando éstos se cuantifican por gléndula bajo el criterio de Cassidy et al (66). Los
resultados muestran que la T+ LNG, aumentan el contenido d_e lipidos de los OF
en la misma forma que cada tratamiento por separado; sin embargo, no se observa

-un efecto sumatorio, lo que sugiere un mecanismo de accién semejante para los 2

esteroldes,

El 5 alfa LNG, aplicado tépicamente durante 5 semanas, no altera
slgnificativamente el tamafio de la mancha pigmentada del OF, ni aumenta »e»l
numero de foliculos pilosos ; sin embargo disminuye el contenido de Ifpidos cuéndo
se compara con su control {gldndula izquierda)., Cuando se combina conlaT, no

parece contrarrestar el efecto de ésta sobre la pigmentacién y el nimero de

foliculos pilosos; pero disminuye considerablemente el contenido de lipidos (Tabla

4).




CiCLO

ETAPA DEL CONTENIDO DE LIPIDOS EN xg/mg DE GLANDULA

GLANDULA DERECHA  GLANDULA IZQUIERDA

PROESTRO 324 £ 69 283 + 98

ESTRO 400 = 26 432 * 23

METAESTRO 372 = 12 362 £ 2.2

DIESTRO 208 + 82 221 £ 103
TABLA 3.

Contenido de lipidos de los OF de! harBster hembra
durante el ciclo estral. La prueba de X< muestra
que no existe diferencia significativa entre las
glandulas derechas e izquierdas y la Schaffe in-
dica que existe una diferencia significativa en-

tre el estro y el diestro, pero no existe una
diferencia tan marcada entre proestro, metaestro

Y estro. ‘
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Los resultados de la incubacién in vitro, se; presentan en la Tabla 4, El tratamiento
con 5 alfa LNG, disminuye el porcentaje de incorporacién de glucosa marcada a
lipidos en comparacién con su control en estas condiciones; el tratamiento con 5
alfa LNG Junto con T, disminuye el porcentaje de incorporacién aumentado por !a
testosterona, cuando se comparan estos 2 experimentos , Cuando las gladndulas
fueron tratadas con LNG junto con la testosterona , el porcentaje de Incorporacién
disminuye sl se comparan los tratamientos por separado, lo que sugiere que la T y
el LNG tienen un mecanismo de accién semejante, mientras que el & alfa LNG
parece tener otro tipo de mecanismo de accién sobre los drganos del flanco del

hdmster hembra.




GRUPO PORCENTAJE DE AUMENTO EN LOS ORGANOS DEL FLANCO
EXPERIMENTAL DIAMETRO DE LA MANCHA CONTENIDO DE LI- INCORPORACION DE

{mm) PIDOS GLUCOSA U-14C

(mg/glandula) {pmol/gléndula/hora)

CONTROL NO TRATADO 2.7 £ 0.30 * 5.9 £ 0.94 = 1.66 * 0.19 =
100% 100% 100%
T 80% 12% 27%
LNG 20% 13% 21%
5 alfa LNG 3% -14% -22%
T + LNG 35% 14% 6%
T + 5 alfa LNG 70% -7% 0%

TABLA 4. Porcentaje de aumento de 3 parametros diferentes de los organos del flanco del

himster hembra tratados diariemente por 15 dias con 5 ug de los esteroides.

* Los valores indicados representan los obtenidos para el control * SD y fueron considerados
como el 100% para propésitos de comparacidn.
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DISCUSION.

Los experimentos que se ilevaron a cabo, fueron con la finalidad de exclarecer el

papel de la T y el efecto del LNG en los dos mecanismos de acciédn molecular

propuestos para el modelo del OF,

Los resultados muestran las siguientes evidencias:
1. En el OF, el LNG se reduce a 5 alfa LNG, compitiendo con la T por los sitios de
unfon a la 5 alfa reductasa presente en este tejido (7}, como lo muestra el

resultado del experimento 2 (Tabla 1 y Gréfica 1),

2. La DMNT asf como la DHT radioinertes en concentraciones crecientes son
capaces de inhibir la unién de la DMNT- 3H al receptor de andrdgenos en forma

competitiva como lo muestran sus valores de K de: 5.7 y de 6.6 respectivamente.

El LNG v el 5 alfa LNG radioinertes en concentraciones crecientes, también

producen una inhiblcién en la unién de la DMNT - 34 al receptor de andrégenos,
como lo muestran sus valores de K; de 20.4 y 18.4 respectivamente; sin embargo,

en la Gréfica 3 puede observarse que estas curvas tienen una pendiente que no es

paralela, a la que muestra la curva de inhibicién utilizando a la DMNT radionerte -
que es idéntica a la marcada con SH, Este dato indica que no tienen relativa

- afinidad de unién, por lo que no se trata de un mecanismo inhibitorio competitivo,

sino de uno no competitivo, que puede deberse a varias causas, por e]. : a la
precipitacién o desnaturalizacién del receptor provocada por el inhibldor, o bién a

que el inhibidor se une a un segundo sitio del receptor y en esta forma altera'su
sitio activo {52}.

3. El tratamlento /n vivo con esteroides por 5 semanas al OF, muestravque' la T

~aumenta el didmetro de la mancha plgmentada asl como el nimero de follculos
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pilosos Unicamente con 5 pg, mientras que el OF no tratado no muestra dicho

aumento. También aumenta la contenido de grasa por mg de gldndula en el OF

tratado.

5 ug de LNG dlariamente por 5 semanas, produjeron un aumento en el didmetro de
la mancha y en el nimero de folfculos pilosos en el OF tratado al igual que en el

pocentaje de lipidas por gléndula.

5 ug de 5 alfa LNG diariamente por & semanas, no alteran significativamente el
porcentaje de aumento del didmetro de la mancha en el érgano del flanco tratado,
mientras que disminuyen el porcentaje de lipidos contenidos en este érgano. Estos
datos muestran una respuesta diferente en cuanto al tamafio de la mancha y
desarrollo de los follculos pilosos del OF se refiere. Mientras que el LNG produce
un efecto semejante al de la T sobre estos 2 pardmetros, el efecto del 5 alfa LNG
as diferente. Estos datos podrian explicarse comparando estos resultados con los
obtenidos por Wright y sus col. en piel humana, Estas autores demostraron que la
5 alfa dihidroprogesterona, que se forma a partir de la 5 alfa reduccién dé_ la

progesterona {(P4), interactGa con el receptor de dihidrotestosterona; pero sin

producir efecto androgénico (71).

Por otro lado, ha sido reportado que el 3 alfa androstandiol es capaz de producir
un efecto semejante al de la testosterdna sobre los parémetros antes descritos en
el OF, mientras que el 3 B androstendiol no tiene actividad andro'génic_’a» (68},
debido a que al metabolizarse, este compuesto fofma otros muy polares'vqu'e
carecen de dicho efecto, Mientras que en la piel humana ef 3 B'andrbst'endiol tiene

un comportamiento metabdélico diferente {68) al observado pa_ra el OF,
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Es probable que el § alfa LNG sea convertido a 3 alfaé6 3B LNGporla3 alfay 38
hidroxiesteroide- deshidrogenasa, que ha sido descrita en en este tejido en trabajos

anteriores (68).

Si esto fuera correcto, entonces en fa piel humana este compuesto podrfa no tener
un efecto; sin embargo hemos desmostrado que el tratamiento tépico con LNG al 5%
diariamente durante 10 semanas, mejora el acné en piel humana (20}, este
mecanismo probablemente se deba a que el LNG o sus metabolitos actien
disminuyendo la densidad del retfculo endopldsmico, ya que se ha visto que la

cantidad de llpidos disminuye con este compuesto.

Otro mecanismo podrfa ser a través de la regulacién de los receptores de membrana
que activan el sistema de la adenilato ciclasa, por la T o sus metabolitos, esta idea se
basa en los datos informados por Xu y col. {69) que muestran que la T aumenta el
ndmero de receptores B adrenérgicos en el tejido adiposo. Asimismo, se ha
informado de la existencia de receptores de membrana en la epldermis y estas
estructuras se han relacionado con la activacién de la adenilato ciclasa, mecanismo
que se encuentra aumentado en padecimientos como la psoriasis, en el que los

receptores B adrenérgicos se encuentran considerablemente aumentados (70).

Por otro lado, existe el hecho de que la cantidad de sebo en la piel de Individuos con

deficiencia de 5 alfa reductasa es igual a la cantidad cdntanida en la piei de
individuos normales . Asimismo ha sido reportado, que la piel de individuos normales
tratados con finasteride, un compuesto que tiene alta afinidad por la 5 alfa reductasa
I, y que la inhibe, contiene la misma cantidad de sebo que la de '!_os indtviduos
normales no tratados (72). Estos datos sugieren 2 poslbilida_des: la primera, que la

presencia de una Isoezima (la 5 alfa reductasa 1} es la resposable de la actividad
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androgénica en la piel, y la segunda, que el mecanismo de accién androgénico en

este tejido es semejante a aquel observado para el tejido adiposo {69).
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ABSBTRACT.

The role of testosterone and levonorgestrel action on the flank organ
by measuring sebaceous gland lipocgenesis of female hamsters by the
metabolic incorporation of 14c gluceose were investigated. Also, a

partial characterization of the radiolabeled lipid fraction was
obtained.

The effects of Jn vivo steroids administration were evaluated by l4c¢-
U-glucose metabolic incorporation into lipids by the female hamster
flank organs in culture conditions, in the presence or absence of LNG
and/or T in the incubation medium. The radiocactive 1lipids were
identified by thin layer chromatography.

Levonorgestrel alone or together with testostercne on female hamster
flank organs decreased the oréan weight and sebum content compared
with T - treatment alone. In culture conditions, a rapid and
significant increase of radioclabeled glucose was observed with T. By
contrast when LNG was present in the incubation medium, no differences
in 14¢c-U- glucose incorporation were observed when compared with
their controls. When T+LNG were added, a similar result to the
obtained when using LNG alone was determined. Testosterone increased
glycerides and free fatty acids but decreased polar lipids; whereas
ILNG did not have any effect in the relative proportions of l4c-y
glucose incorporated into the different classes of iipids, when it was

compared with their contrels.
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The results indicated that LNG abolished the increasing effect of 4¢
glucose incorporation caused by T and changed the lipid composition

induced on female hamsters flank organs.
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INTRODUCTION.

There is evidencea about the ability of testosterone on the
incorporation of radiolabeled metabolic precursors into lipids in the
sekin. For example, in the mouse prepuce testostercne (T) induces
sebaceous glands lipogenesis from 14¢ -~ glucose (1). Also, in some
androgen dermatolﬁgic disorders like acne, an increased lipid
synthesis has been determined from 14¢c glucose in the skin in both,
dermis and epidermis (2). In male hamster’s flank organs, lipid
synthesis from 1, 14 ¢ acetate In_vivo and in vitro, has been
reported, with a decrease in its biosynthesis upon castration (3).
These findings and others, resulted in the searching of molecules with
antiandrogenic properties (4-9) to improve acne without colateral
effects. In this sense, several reports showed that steroids with a
ketone group in Cj37 or.Cyg. positions are capable to reduce 1ipid
synthesis from glucose in the skin (10 = 12). On the other side, it is
known that the synthetic steroids, 17 alpha-methyl-beta
nortestosterone (13) and D (1) ; 13 beta ethyl - 17 beta hydroxygon -
4 -en -3 one ,levonorgestrel (LNG) (14), also inhibit sebum production

stimulated by androgen in animal and human skin (14, 15).

The flank organ test has been used for screening of compounds with
antiandrogenic activity (16). Hamster flank organs are structures
which consist of sebaceous tissue. The organs'appear to the naked eye
as circunscribed pigmented areas. Like the sebaceous glands ih.humans
and other species, the flank organ is androgen dependent (17, 18) and

is capable of lipogenesis from labeled acetate (3, 19) and glucose
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(20). In this test , the diameter of the pigmented area 1is used to

evaluate androgenic or antiandrogenic effects of an applied drug (21).

In the present study we have evaluated , the role of testosterone,
levonorgestrel or both, on the flank organ by measuring sebaceous
gland lipogenesis of female hamsters by the incorporation of dooy-

glucose. Also a partial characterization of the radiolabeled lipid

fraction was obtained.
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MATERIALS AND METHODS.

Steroids were kindly provided by Proquina de México. The substrate

14C—U-glucosa {340 mCci/mmol) was purchased from New England Nuclear

Co. (distributed in Mexico by Acceso lLab). Reagents and solvents by
Sigma and Merck {(Mexico). Adult Syrian golden hamsters (130-150 g)

were provided by Universidad Auténoma Metropolitana. Unidad
Xochimilco, México.

The sterold effect on the hamster’s flank organs, was tested on 4
groups of 30~ 40 animals chosen at random each one. The animals were
kept 1in a room, maintained at constant temperature of 22° C, with

light-dark periods of 12 h, and with food and water ad libitunm.

FLANK ORGAN TEST .

Both flanka of the animal were shaved with electrié clippers bhefore
starting the experiment and as needed thereafter. Stéroid effects on
the hamster right flank organs (treated) were measured following

daily topical administration for 15 days (21). The left flank organs

of the animals received 50 ul of steroids solvent (I,I1I,III) and were

used as the solvent controls,

Topical applications on the right flank organ are detailed bhellow:

GROUP 1 received 5 ug of testosterone (T) (21).
GROUP 2 received 5 ug of levonorgestrel (LNG) (15).
GROUP 3 received 5 pg of T+ 5 ug of (LNG) (15).
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A fourth group of animals was kept as an untreated control,
receiving only the solvent on the right flank organ. At the end of
the treatment, the animals of all groups, were anesthetized with
ether and sacrificed. The diameter size of the spots of both glands

was measured with a ruler, and then they were excised out and weighed

on a balance (Ohaus GA 200).
IN VITRO INCORPORATION OF 34C-U-GLUCOSE INTO LIPIDS.

In order to evaluate the effect of topical administration of steroids
on the capacity of jp vitro 149c-U- glucose incerporation into
hamster’s flank organ lipids, glands obtained from animals of each
group were divided in two subgroups: One subgroup of glands from 15-
20 animals, hbrmone-treated (1,2,3) and solvent~treated (I, II, III)
were separated in 5 sets and placed in Erlenmayer flasks (4 whole
glands/flask) , and were incubated in the presence of 3 uCi of He.
U-glucose (sp. act. 340 mCi/mmol) and 33.34u moles of nonradicactive
glucose (20, 22) for 2 hours at 37°C in Krebs-Ringer buffer (pH =

6), containing 150 mg of bovine serum albumin in a final volume of 3

ml, in a water bath shaking incubator.

Another subgroup comprised the glands of the remainder 15-20 animals,
that were hormone (1,2,3), or soivent-treated (I, II, III). The
tissues were incubated as described above, except that sterolds were
added to the incubation medium, in order to determine theif effact

over the in vitro 14c-U-glucose incorporation into libids.

o B

e
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A time course graphic of incorporation of ldp-y- glucose into
costovertebral gland lipids fp vitro was obtained by incubating the

right glands of 8 animals with 11.1 mM l4e-y- glucose (20,22).
DETERMINATION OF INCORPCORATED RADIOACTIVITY INTO LIPIDS.

Following incubation, the glands were placed (4 glands each) in a
vial containing , 5 ml of Folch’s solution (23) for 24 hours at room
temperature, in a previously tared glass vial in order to extract
the 1ipids . Immediately thereafter, the glands Wwere recovered
from the solvent medium. To remove free 14c-glucose, 10 ml of water
were added to the organic phase for 12 hours, The aqueous layer was
removed by vacuum suction, and the extract was evaporated until
dryness. The extracted lipids were weighed in the same extraction
vial on a balance and the radicactivity incorporated into them, was
determined by counting in a Packard Tri-carb 3390 liquid
scintillation spectometer, using'toluene containing 4 g of 2,5~
diphenyl-oxazole (PPO) and 50 mg of 1,4 bis- 2-(5-diphenyloxazolyl)
bencene (POPOP). The specific activity of the isolated lipids was

calculated and expressed as pmols/ mg of gland/hour (24).

IDENTIFICATION OF LIPID CLASSES BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY.

In order to determine the 4c lipid composition'of the extracts
obtained on three different experiments, these were analyzed by thin
layer chromatography according to the method reported by Cassidy et

al (24). In short, the samples were processed as follows:
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The dried sebaceous lipid extract was redissolved in 100 ul of
chloroform/metanol/water (5:2:1, by vol.) and spotted to 20X20 cm,
0.2 cm of silica gel chromatography plates.

Chromatography was developed in solvent 1 ( light petroleum 40-60
°c/diethyl eter /acetic acid , 50:50: 1 by vol,), solvent 2 ( light
petroleum 45-60 °C - benzene, 70:30 by vol) and solvent 3 (light
petroleum 40 °C) successively in 3 different directions. The polar
lipild separation was effected by cutting the plate 3.5 cm from the
base and developing in solvent 4 (chloroform/methanol/acetic
acid/water, 25:15: 4: 2 by vol). Each sebaceus gland extract test
plate was developed cocurrently with a lipid standard plate for

comparison purposes,

Radioactive spots on the test plate were located using spark chamber
and were cut out, transfeffed into vials and counted by external
standard channels radio method, until 2000 counts per minute (cpm)
were collected. Each area of radioactivity corresponded to a lipid

standard spot as identified under UV light,

ARt A TR e
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RESULTS

Flank organ test.

The percentage of increase in the spot diameter, weight and lipid
content following daily unilateral applications for 15 days of the
steroids on the right gland of female hamsters , are shown in Table 1

and figures 1,2 and 3. The left flank organs were taken as 100% for

reference.

The X2 test showed that T-treated right flank organs had a
statistically significant increase, in diameter spot size, weight and
sebum content, when compared with solvent treated and untreated
flank organs. However, no signigicant increase percentage in any of
the three parameters was observed in LNG treated flank organs. By
contrast, a decrease of 32% in tissue weight as well as 33% on lipid
content was determined when compared with the control groups.The
results obtained with the treatment of LNG together with T,
demonstrated that the increase percentages in the evaluated

parameters, were lower than those obtained with T-treatment alone.

wWith the purpose of dgtermining whether the application of various
steroid stimuli to one flank was local or some applied material
could reach the other flank organ through circulation, tha>1eftbflank
organ’s parameters and the 14C-U-glucose incorporation intoblipidsb
was used as basal measurement values, taking for granted that both
glands must have approximately the same weight, Thusg, the amount}of
14C-U-glucose incorporated into 1lipids ip vitro must be constant and

any significant changes in these parameters could be atributed to the
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in vivo steroid treatment or to the presence of hormone in the

incubation medium.

IN VITRO 4c~U-GLUCOSE INCORPORATION INTO LIPIDS BY FEMALE HAMSTER
FLANK ORGANS.

The Tesults showed that the optimal level of leoy- glucose
incorporation into lipids, was obtained after three hours of
incubation (Figure i). The l4gy- glucose incorporation into lipids,
was found to be linear over three hours of incubation (Figure 1} at

0.50 pmol/ mg of gland/hour.

In vitro experiments demonstrated that the rate of 14C—U-glucose
incorporated into lipids was increased by T, when it was added to the
incubation medium, in both: gsolvent-treated (Table 2), and hormone
treated female hamster flank organs (Table 3}, There was a

significant difference (P< o.oq1) when T was added into the incubation
medium. However, the in vivo T-treatment did not result in an
increase of the Y4c glucose uptake, as it would be expected.
Nevertheless, there was a significant difference on the amounts of

14C-U-glucose incorporated into lipids between groups I, IXI, III

-~ (Takle 2), This result suggests that the effect of the in vivo T~

treatment was local.

LNG in the incubation medium did not increase the rate of ‘4c-u-
glucose incorporated into lipids (P>0.025) (Table 2). Wheréas in vivo
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LNG treatment augmented it (Table 3). The specific activities obtained
from LNG-treated flank organs were higher when compared to the
solvent-treated glands. The results obtained suggest that LNG

increased the uptake of radicactive glucose incorporated inteo lipids.

Testosterone and levonorgestrel when added together in the incubatien
medium did not produce any effect in the radicactive glucose
incorporation. LNG inhibited the T effect observed, when it was alone
in the incubation medium (Table 2). However, the results obtained with
the In vivo treatment with both steroids together over the jpn vitro
14¢.y- glucose incorporation into lipids, showed that it was
increased., These results suggest that LNG was the reponsible of this

action. ’ i

Identification of 1lipid classes by thin layer chromatography.

Table 4 shows that T decreased polar lipids, whereas an increase in
glycerids and fatty acids was determined, probably at polar lipid
expenses., Also, LNG did not affect the lipid classes when compared
with the controcl. The steroid combination (T + LNG) showed that LNG
compensated the polar lipids affected by testostercne and decreased

testosterone effect on glycerides.
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DISCUSSION,

The finding that the daily topical application of § ug of T increased
the diameter size of the pigmented spot on female hamster flank
ergans, are in agreement with the results reported by Hsla & Voigt
(21) and Goos et al.(25). Testosterone also increased the weight and
the surface area of sebaceous structure (25), therefore, T
administration increased lipid synthesis and content as demonstrated
in this stuay.

According to the results obtained, the jpn vivo T applications did

not result in an increase of lic - glucose uptake, as it would be
expected. These results, could be explained by the fact that the jn
vitro experiments showed, a rapid increase of *4c - glucose uptake
and it was more pronounced during the first hour of incubation.
Therefore, it may be possible that the increase in }4c-U-glucose
incorporation ocurred immediately after the T treatment. The effect
of T administration did not show 1long term activity, thus no changes
in 14c-U-glucosa uptake could be determined after the incubation time
assayed. This idea is supported by the findings of Bedord et al (3);

in their paper it was reported that the castration of male hamsters

resulted in an 80% decrease in lipogenesis measured by in vivo and in

vitro techniques., The hamster flank organ incorporation of sodium 1-
l4c_acetate In vivo reached maximum levels 5 minutes aftef'
intraperitoneal injection and the total radioactivity in hamster
flank organ lipids remained relatively constant between 40 minutes
and 6 hours after the administration.qf 1—14c4acetate_(3). Another

important aspect to be considered, is the presence of progesterone in
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the female hamster flank organs that could exert some influence on the
results. It had been demonstrated that the simultaneous administration
of testosterone and progesterone (Ps) inhibit the stimulatory effect
of T on the size of the pigmented spot on female flank organs (16).
Therefore, the presence of normal levels of progesterone during the
estrus cycle, could inhibit the incorporation of radiocactive glucose
into lipids during in vivo experiments; but in the jin_vitro
conditions, the isolated glands would only be influenced by the T-

effect alone,

LNG did not present any effect on the studied parameters. These
findings should be explained by the fact that this progestin binds
progesterone receptors and has progestational actions (26). Thus, its
ihhibitory effect on welght and lipid content, could be due to a
progestational action, wher;as LNG applications increased the l4¢-
U-glucose incorporation into lipids, since specific activity values
were augmented in the experimental groups treated with LNG compared
to those obtained in the 7T expefiments. This suggests a possible

androgenic action of LNG , because it has been demonstrated that LNG

binds androgenic receptors too (26) .

Another explanation to these findings could be attributed to HADPH-
dependent metabolic changes of the LNG molecule occurring inside the
cell. It has been reported that LNG 1is converted to 5 alpha LNG; 3

alpha, 5 alpha tetrahydro LNG and 3 beta, 5 alpha LNG in the nervous
system and that this conversion is NADPH dependent (26) . Among.these
metabolites, the 5 alpha LNG has a higher affinity for thg androgen
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receptor~like LNG molecule, This affinity could produce two effects
on the female hamster flank organs: 1} an androgenic effect produced
by the LNG molecule, which is reflected in a greater glucose
incorporation into liplids than the produced by T. 2) On the other
hand, the 5 alpha LNG could block the T effect on both, the sebum
accumulation and glucose incorporation into lipids. Since the
metabolism of LNG molecules requires the presence of NADPH, and this
cofactor was not present the incubation medium in our experiments,
we were not able to determine the "blocking effect" on glucose

incorporation into lipids, at the incubation times assayed.

The simultaneocus effect of T and LNG application inhibited the
stimdlatory effect of T on the size of the pigmented spot, its weight
and lipid content of female hamster flank organs, as well as the
radioactive glucose incorpﬁration into lipids. Both steroids when are
present in the incubation medium showed similar effects as the
determined in the Jln vivo experiments. These findings demonstrated
that LNG effect occur at 2 levels in female hamster gl&nds: one that
involves progesterone receptors, and another implying androgen
receptors. Therefore, the mechanism of action of LNG on androgen

receptors is the same as T, because no additive action was observed,

The identified lipids indicated that T action to increased glycerides
and free fatty acids but decreased polar lipids, whereas LNG did not
have any effect in the relative proportions of radiolabeled glucose
incorporated into the different classes of lipids. It is pbssible that
LNG effect, mainly affect the fatty acids composition, since it had
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been reported that some steroids are capable to change the palmitic
acid/stearic acid and oleic acid/stearic acid ratios in rat skin

sebum (27).
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FIGURE 1. Flank organ of a 4 week old female hamster treated with
testosterone : 5ug were applied daily to the right organ for 15 days,

while the left organ received solvent alone,

FIGURE 2. Flank organ of a 4 week old female hamster treated with
lavonorgestrel: 5 ug were applied daily to the right organ for 15

days; while the left organ received solvent alone.

FIGURE 3. Flank organ ofha 4 week old female hamster treated with
testostercne + levonorgestrel: 5ug of each steroid were applied
daily to the right organ for 15 days, while the left organ received

solvent alone.

FIGURE 4. A time course graphic of c-u- glucose indorporation into
costovertebral organ lipids in vitro. Determinations were performed by
duplicate and were obtaiﬁed from indubating the glands ofla animalé
with 11.1 mM (3 uci) ey glucose, as described under Matéfials and
Methods. a . |




TABLE 1. Percentage of increase in 3 different parameters of female hamster flank

organs treated daily for 15 days with 5 ug of steroids.

EXPERIMENTAL PERCERT OF IN VIVO INCREASE IN TREATED FEMALE FLANK ORGANS
GROUPS DIAMETER OF SPOT TOTAL WEIGHT LIPID WEIGHT IN
SIZE (mm) : (mg) THE DRIED EXTRACT
UNTREATED CONTROL 2.1 * 0.50 * 28.5 * 7.50 % 17.5 * 5.00 «

100% 100% 100%
T 127% 35% 39%
LNG —_— -32% -333
T + LNG 4% 5% 13%

* The values obtained represent the control values * SD and were considered as 100% for

comparison purposes.
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TABLE 2.- In vitro effect of T, LNG and T + LNG on 1% C-U-glucose incorporation in the

left flank organs (solvent-treated) on different experiments.

IN VIVO EXPERIMENTAL GROUP. IN VITRO ADDED STEROID
VEHICLE-TREATED LEFT GLANDS. HORMONE

(5 pg/ assay)

14¢ GLUCOSE INCORPORATION
INTO LIPIDS.
pm/ mg of gland /h

I - 0.488 * 0.07
TESTOSTERONE 0.766 * 0.16

11 - 0.375 = 0.09
LEVONORGESTREL 0.369 * 0.2

III - 0.338 * 0.06

' TESTOSTERONE + LEVONORGESTREL 0.398 +* 0.08

* The values express the mean of S experiments * SD.

o e
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TABLE 3.- In vitro effect of T, ING and T + LNG on 14 C-U-glucose incorporation in

the female hamster right flank organs (hormone treated) on different

experiments.
IN VIVO EXPERIMENTAL IN VITRO ADDED STEROID 140 y-GLUCOSE INCORPORATION
GROUP. EORMONE TREATED HORMONE. ) INTO LIPIDS
RIGHT GLANDS. { 5 ug/ assay ) ‘ (pm/mg of gland/h)
T 1 - 0.481 * 0.14
TESTOSTERONE 0.781 * 0.11
LNG 2 - 0.516 + 0.23
LEVONORGESTREL 0.440 * 0.22
T+LNG 3 - 0.2496 * 0.05
TESTOSTERONE + LEVONORGESTREL 0.536 * 0.03

* The values express the mean of 5 experiments % SD.
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TABLE 4.~ Percentage of incorporated l4c-u- glucose into different lipid classes of female hamster

flank organ. 2)

CONTROL TESTOSTERONE LNG T + LNG
{Percent of lipias) (5.7 nM) (5.3 n¥H) (5.7 n¥ + 5.3 nM)

0.632 % 0.078

0.632 *+ 0.03 P) 0.989 * 0.068 : 0.51€ * 0.59

TOTAL LIPIDS

(100%) (100%) (100%) (100%)
POLAR LIPIDS : 50.6 : 3.7 : 45.0 : 23.0
CHOLESTEROL : 0.5 : 0.5 : 0.5 : 0.5
GLYCERIDES : 47.0 : 89.0 : 53.0 : 74.0
FACE FATTY : 1.2 : 6.0 : 0.8 : 1.3
ACIDS.
SQUALENE : 0.2 : 0.1 : 0.3 . 0.2

N

CHOLESTEROL : 0.5 : 0.5 : 0.5 : 0.5
ESTERS

a) Incorporation of 1"c_f::oll.l"c:-ltl-'glue:c;s:e was performed using 11.3 mM of labelled glucose

‘as descridbed under Methods.

'b) Vzlves are expressed as pmol of scbstrate incorporated per gland per hour and are means
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ABSTRACT

The in vitro 5 Alpha reduction from levonorgestrel (LNG) as well as
its binding capacity to the androgens receptors by the hamster flank
organ was investigated. Furthermore the <effect of LNG and its 5
Alpha reduced metabolite formed, on the flank organ test and -y-14c

glucose incorporation into lipids by this tissue were determined.

Homogenates from female hamster flank organs were incubated 1in
presence of NADPH at pH 7.4 . Isolation and radiochemical purity of
radiocactive LNG metabolites were determined by reverse 1isotope
dilution technique. Binding sites for androgens in the male hamster
flank organs cytosol, were satured in presence of increasing
concentrations (1-10 nM) of (3H])DMNT , permiting the calculation of
affinity (Kq) . For competition experiments , tubes contained 1.4 nM
[SH]DMNT (Kqg) pPlus a range of increasing concentrations (20-200 nM)

of the different unlabelled steroid hormones, sample processing was

performed for saturation analysis. The flank organ test was realized -

as had been reported before and ~y=tég glucose incorporation into

lipids was determined in organ culture conditions to pH=7.4.

The 5 Alpha LNG metabolite formed from LNG, had binding capacity to

androgen receptors (AR) in flank organs enhancing their affinity as

compared with LNG. The flank organ test demonstrated that the 5 Alpha
reduced metabolite activity was similar to that observed for LNG and

T on gonadectomized male hamsters flank organs. The influence of
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daily topical applications with LNG or its 5 alpha reduced metabolite
increased the radiolabeled glucose incorporation into lipids in a
similar way than T in this tissue. The overall data indicated that
LNG and 5 alpha LNG presented androgenic activity over the 1lipid

pathway on male flank organs.
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INTRODUCTION

Progestins are synthetic steroids that can imitate, inhibit or
potentiate the estrogenic, androgenic or progestogen activities of
steroids (1-3). Levonorgestrel (LNG) is a synthetic progestin (4) that
exerts different effects on target tissues (5) . This molecule shows
androgenic (6), antiandrogenic (7) and synadrogenic activities (8) as
well as antigonadotrophic (9) and progestational (10) effects. However
it lacks estrogen 1like activity (1l1). LNG molecule is metabolized in
vitro to 5 alpha ING which, as compared with LNG in target tissues,
shows a low level of interaction with progesterone receptors (PR) and
an enhanced binding affinity for andogens receptors (AR) (8). This
findings indicate that 5 alpha reduction of LNG increases its affinity
for AR.

It is known that when topically applied, LNG (5% w/v) improves acne
(7) and decreases the oil drops iﬁ treated female hamster flank organs
(12) . In this study, we have analyzed the metabolic fate of LNG in the
hamster flank organs and its interaction with AR in this tissues.
Also, the effect of LNG and its 5 alpha reduced metabolite on the
flank organ test (13) was determined, as well as their influence oh
the U- 14c-glucose incorporation into 1lipids (14) in organ culture

qonditions.




EXPERIMENTAL.

Radloactive materlal and chemicals

[15, 16 3H] levonorgestrel ([.3H] LNG) ,sp act.:24.28 Ci/mmol and
radioinert LNG was kindly provided by Schering AG (Berlin).

(17 alpha-methyl-3H] dimethyl 19 nortestosterone ([3H)DMNT), sp. act:
89 Ci/mmol and unlabelled DMNT were purchased from Amersham
International Co. (Bucks; England). [-U-l4C glucose), sp, act. 340
mCi/mmol was provided by New England Nuclear Co. (Boston Mass.) and
unlabeled D(alpha) glucose with melting point of 146°C, was purchased
from Merk of Mexico. Testosterone, progesterone, 5 alpha
dihydrotestosterone and NADPH were supplied by Sigma Chemical cCo. (ST.
Louis MO.). 5 aipha dihydrolevonorgestrel (5 alpha LNG) was
synthetized by 1lithium - ammonia reduction of LNG crystallized from
ethyl acetate-hexane as it has been described previously (8) and was
kindly supported by Drs., Gustavo Garcia and Ivonne Grillesca from
School of Chemistry, National Urltiversity of Mexico. The radiochemical
purity of the labeled steroids was established by thin-layer
chromatography and by repeated crystallizations up to constant sp.

act. All reagents and solvents used were analytical grade.

Animals and tissues.

Adult male and female Syrian Golden hamsters (150-200g) were used.
They were provided by the Metropolitan Universitry - Xochimilco of

Mexico. The animals were kept in a room, which had controlled




temperature (22 ° C) and light - dark periods of 12 h. Food and water
were provided ad libitum.

Gonadectomies were performed under 1light ether anesthesia. Animals
were sacrificed by decapitation. The flank organs were immediately
removed, blotted and weighed and then submitted to different
experimental procedures. Tissues used in metabolic and receptor

experiments were homogenized with a polytron (Brinkman 4 X 15 sec.

bursts).
In vitro metabolic studies

Homogenates from female hamster flank organs ( 3.3 mg protein) were
prepared from adult female intact animals, wusing Krebs-Ringer-
phosphate buffer solution pH 7.4. Tissue preparations were incubated
by duplicate with 8 uM of (3H LNG] in the presence of NADPH 431 uM
(8) in a Dubnoff metabolic incubator at 37.5 °C for 60 minutes, using
air as the gas phase. The final incubation volume was 1 ml. In order
to have a competitive substratum, a similar experiment was carried
out, but in this ‘case testostercne (10-fold excess), was added té the
incubations medium, Tissue 1less incubations were used as éontfols.
Incubation, was terminated by addition of ethyi acetate and [3H)
steroids were extracted (4x) using 5 vol of ethyl acetate. The organic
extract was partitioned between hexane and 10% agueous methanol.
Isolation and radiochemical purity of radioactive LNG metabolites were
made by reverse isotope dilution technique, which included identical
behavior to that of the steroid carriers in two different thin layer
chromatographic systems (chloroform -~ acetone 9:1, and benzene - ethyl

acetate, 2:1) as well as succesive recristallizations to obtain




constant sp. act. Radicactive conversion products were identified on
chromatographic plates using a Packard radiochromatogram scanner,
while nonradioactive steroid carriers were detected using
phosphomolybdic acid reagent. Otherwise radiocactivity was determined
in a Packard Tri-Carb liquid scintillation.spectrometer (Model 2660),
using Instagel (Packard, Downers Grove, IL) as counting solution.
counting efficliency of 3H was 45 %. Formation of 5 alpha LNG

metabolite was calculated and expressed as pmol/mg/protein/h.
Cytosol preparations for sterold receptor studies .

Androgen receptors, Flank organs were obtained from adult male
hamsters (150-200 g), which were castrated 72 h prior to the
experiments. Tissue homogenization was performed as described above,
using TEDAM ( 20 mM Tris-HCl, pH 7.4 at 4°C, 1.5 mM EDTA, 0.25 mM
dithiothreitel and 10 mM sodium meolibdate) containing 10% glycerol
(v/v) .The homogenate was centrifuged at 105,000 g for 1 h at 2°C in a
SW 50.1 rotor (Beckman Instruments, Palc Alto, CA). Cytosel protein
content was determined by the Bradford’s dye binding method (15) using

bovine serum albumin (BSA) as standard.

Androgen receptor binding assay.

Assays were performed essentially as describeg by Chévez et al (16).
Saturation curves and determination of the bind arameters. Binding

sites were saturated in the presence of increasing concentrations (1~

10 nM) of [3H)DMNT . The results were analyzed according to the method




of Scatchard (17), allowing the calculation of affinity (K4y) and total

number of sites (B j.,) by linear regression.

Aliquots (150 ul) of cytosol were incubated (by triplicate) for 18«20
h a 2-4 °C in test tubes containing 1-10 nM [3H]DMNT. Parallel sets of
tubes contained identical concentrations of [3H)DMNT plus 100-fold
excess of radioinert DMNT. 800 ul of dextran-coated charcoal in TEDAM
buffer was added and the mixture was incubated for 10 min a 4°C. The
tubes were vortexed and immediately centrifuged at 800g for 10 minutes
and appropriate aliquots (200 ul) were submitted ¢to radicactive
counting. Specific binding was determined by substracting the mean
values of dpm in the presence of excess unlabeled DMNT from the mean

values of dpm of the corresponding tubes containing only [3H)DMNT.
Competition studies

For competition experiments , tubes contained 1.4 nM [3H])DMNT plus a

range of increasing concentrations (20-200 nM) of the following

unlabelled steroid hormone agonists: DMNT, Salpha DHT, LNG, 5 alpha
LNG and progesterone. Sample processing was performed as described

above for saturation analysis. The inhibition constant (Ki) of each

compound was calculated according to the procedures described by Cheng

and Prusoff (18).




Flank organ test.

The flank organ test was accomplished as previously reported by
Vermorken et al (13). The effect of steroids on the hasmter’s flank
organs of gonadectomized males (7 days before the experiment), was
determined on 5 groups of 4 animals/each that were selected at
random. The animals were Kkept in a room, which had controlled
temperature (22° C) and light-dark periods of 12 h. Food and water
were provided ad libitum.

HORMONE = TREATMENT.

Both flanks of the animal were shaved before the experiments.

Stercids were dissolved in 5 ul ethanol and daily applied topically on
the hamster’s right flank organs (19). The applications were made with
a Edp 2 pipette (model E, 100 , Rainin Inst, Co.). After this time
the organ diameter size, weight, 1lipid content and the in vitro =-uU-
14 c-glucose incorporation into lipids, in culture conditions, were
determined. The left flank organs of the animals received 5 ul of
ethanol,and served as controls. The effect of the solvent on these
organs was also détermined and the values obtalned were substradted'

from those obtained on the right flank.

Topical applications on the right flank organs were as follows:
GROUP 1 n=4, 5 ug of testosterone (T) (12). | |
GROUP 2 n=4, 5 ug of levonorgestrel (LNG) (12).

GROUE J n=4, 5 pg of 5 alpha LNG.

GROUP 4 n=4, 5 ug of T + 5 pg of LNG .

GROUP Sn=4, 5 ugof T+ 5 pug of 5 alpha LNG




Another group of 4 animals was mantained as an untreated control. In

these animals, the solvent was applied only on the right flank organ.
IN VITRO INCORPORATION OF U-14C-GLUCOSE INTO LIPIDS.

At the end of each treatment, the animals were anesthetized with
ether and sacrificed. The size of both glands was measured with a
ruler. Following this, they were dissected out around the pigmented
spot (20) and weighed in a balance (Ohaus GA 200). To evaluate the
effect of topical administration of steroids on the capacity of
glucose incorporation into the hamster‘’s flank organ lipids in culture
conditions, glands of the animals of each group were divided in two
subgroups: One subgroup of glands from 4 animals, hormone-treated and
another subgroup of solvent~treated glands, were placed in
Erlenmayer flasks (4 whole glands/flask) , and incubated on a water
bath shaking incubator, in the presence of 3 uci of U-l4C-glucose
(sp. act. 320 mci/mmol) and 56 mg/100ml (2mM) of nonradiocactive

glucose (14,21) for 2 hours at 37°C in a final volume of 3 ml of

Krebs-Ringer buffer (pH=7.4), containing 150 mg of bovine serum

albumin.
DETERMINATION OF INCORPORATED RADIOACTIVITY INTO LIPIDS,

Following incubation, the glands were placed (4 glands each) in a

vial containing 10 ml of Folch’s solution (22) for 24 hours at room

temperature. This was made in a previously tared glass vial in order
to extract the lipids (submited manuscript); Immediately thereafter,

the glands were recovered from the solvent medium. To remove free
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l4c-glucose, 1 ml of water was added to the organic phase for one
hour. The aqueous layer was removed by vacuum suction, and the

extract was heated until dryness. The extracted lipids were weighed
in the same extraction vial on a balance, and the radiocactivity
incorporated into them, was determined by counting in a Packard Tri-
carb 3390 1liquid scintillation spectometer, using Instagel (Packard
Downers Grove, IL) as counting solution. Counting efficiency for ld4c¢
was 87%. The specific activity of the lipids isclated was calculated

and expressed as pmols/ gland/hour (23).
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RESULTS.

In vitro metabolism of LNG.

Formation of 5 alpha LNG. Following partition between aqueous methanol
and hexane of the female hamster flank organs incubation extracts, 95
% of the radiocactive material was recovered in the polar fraction.
When methanolic extracts were submitted to thin layer chromatography,
two radiocactive zones were identified (Rf: 0.55 and 0.65). The less
polar compound, had a chromatographic behavior identical to that of
the 5 alpha LNG carrier, After elution, a representative aliquot was
mixed with additional radioinert 5 alpha LNG and recrystallized to a
constant sp act. as shown in Table 1. The second zone was identified
as unchanged LNG. Unmodified [3H] LNG was recovered from control

tissue-less incubations.

when the metabolism of ([3H) LNG 'in the female’s hamster flank organs
was studied in presence of testosterone in the incubation medium, a
decrease of 5 alpha LNG metabolite formation was determined (Figure
1). The recrystallizationdata of 5 alpha LNG, obtained after eiution
from the thin layer chromatography fraction and mixed with additional
radioinert 5 alpha LNG, are presented in Table 1.

Saturation cCurve.

Figure 2a represents a typical saturation curve, analyzed according to
the method of Scatchard, presented in Figure 2b. The levels of non-
specific bound hormone increased progressively with the augment of

radiolabeled compound concentration,
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Competition of LNG and its metabolite for AR.

The effects of increasing concentrations of non radiocactive natural
and synthetic steroids upon the {3H)DMNT binding to AR from the male’s
hamster flank organs are shown in Figure 3. The order of the affinity
for AR was: DMNT> 5 alpha DHT> 5 alpha LNG> LNG with values for Ki=
5.7, 6,6, 18.4, 20.4 respectively,

Flank organ test.

After 3 weeks of male hamster gonadectomies, the flank organs look
like that of females. Testosterone topical applications restored the
characteristics of male flank- organs, loosing upon castration. The
effect of dally topic applications for 15 days of T, LNG, 5 alpha LNG,
T+4LNG and T+5 alpha LNG on the diameter of the pigmented spot and
lipids content of gonadectomized male hamster flank organs are shown
in Table 2. No significant differences, as compared with the untreated

control, were observed in the contralateral organ that was used as a

systemic positive control . This suggests that any systemic absortion

was carried out in this period of time.

LNG and 5 alpha LNG had less androgenic effect than T on the diameter

of the spot and lipids content . Also, the combined treatmehtslhad.

IAndrogenic effeét upon this parameter . However, no additive effect

was observed, by treatment with both steroids together. These results
confirm that the molecular mechanism of action of LNG, is similar than

that observed for T when it was applied topically.
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In vitro u-19c- glucose incorporation into lipids.

The incorporation of radiocactive glucose into lipids by intact and
gonadectomized male hamster flank organs is shown in Figure 4. The
overall data showed that radioactive glucose incorporation into
lipids, decreased upon castration., However, topically-administration

of T, restored it (Fig. 4).

Levonorgestrel and 5 alpha LNG applications on gonadectomized male
hamster flank organs show similar activities than testosterone, on
labeled glucose incorporation in organ culture conditions . These
compounds increased the metabolic pathway until the values reached
normal levels. Similar results were obtained with the combined
treatments, These data suggest than progestins play an androgenic role
on U-l4¢ glucose incorporation into 1lipids in males hamster flank

organs.
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DISCUSSION.

The objetive of these experiments was to determine, the role of LNG
on the flank organ of hamsters. According to the results obtained ,
the molecule of LNG was reduced to 5 alpha LNG flank organs. This
progestin competes with testosterone for binding to 5 alpha reductase
enzyme which is present in this tissue (24,25). On the other hand, it
is known that the in vitro conversion from T to DHT in female hamster
flank organs is inhibited by progesterone (26) and that 5 alpha
dihydroprogesterone , which is formed from progesterone in the human
gkin, interacts with DHT receptor but neither dihydroprogesterone nor
progesterone have any androgenic activity (27). However, progesterone
completely prevents the androgenic action of testosterone on the
diameter of the pigmented spot of hamster flank organs (26). In this
study we have confirmed that LNG interacts with cytosolic androgen
receptors in male flank organs with a Ky=1.38 nM (28). Radioinert

DMNT, as well as DHT in increasing concentrations were able to inhibit

the binding of [3H) DMNT to AR which are present in the cytesolic

fraction, as shown by the respective Xi values of 5.7 and 6.6

respectively. Furthermore, radioinert 5alpha ING and LNG also

inhibited the binding of (3H] DMNT to AR, as indicated by the

respéctive Ki values of 18.4 and 20.4 . However, progestercne did not

have any inhibitory effect on the binding of ([3H] DMNT to cYﬁosolic AR
likxe it was expected. The overall results obtained showed that in
males/ flank organs, 5 alpha reduction of LNG enhénced its
competitive potency for AR. Similar observations have been”reported in

hypothalamic and pituitary tissues (8).




15

The flank organ test indicated that castration reduced the diameter of
the pigmented spot and the lipids content of male flank organs. Alsc
the glands resembled female structures. However, the male glands
appeareance was restored by T topical applications. These results were
consistent with others, previously reported (29). On the other hand,
ILNG and 5 alpha LNG, had less androgenic activity than that observed
for T administration in gonadectomized male hamster flank organs.
Nevertheless, the effect of LNG in female hamster flank organs was not
as clear as that observed in males ( unpublished data ). Thus, in that
case when treated with LNG both, the pigmented spot and lipids content
were lower than in the glands of control females. These results may be
related with recent observations on changes in lipids content of the
female hamster flank organs during the estrus cycle (30).
Determinations performed during female estrus period, showed similar
changes to that observed for gonadectomized and LNG-treated male flank
organs, but different results were obtained when the females employed
had been choosen at random. These observations support the notion that
there is an intrinsic relationship between hormones and lipids content

in sebaceous glands.

In human skin, acne is improved following topical applications of LNG
at 5 % (7). This effect could be due to the fact that LNG changes the
fatty acid composition of sebum, by increasing the levels of palmitic
and linoleic acids, like it had been observed in female flank organs
(31). Previous reports indicated that the levels of linoleic acid were

decreased in the sebum of patients with acne (32); Fﬁrthermore,vLNG

showed progestational activity in some tissues (10) and it could be

the same for human skin, maybe by regulating the androqén receptor

expression (27).
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Male gonadectomies decreased the incorporation of radicactive glucose
into lipids in the flank .organs, but normal levels were restored by T
topic tratment for 15 days . LNG and 5 alpha LNG had similar activity
to T on radioactive glucose incorporation into lipids in
gonadectomized male hamster flank organs. The results obtained with T
are in agreement with those reported by Kealey et al.(23). Similar
data as those obtained by T - treatment, were found with the combined
treatment. However, in females choosen at random , LNG treatment did
not increase the radioactive glucose incorporation as compared with
the controls in organ culture conditions (unpublishing data) whereas,
T in the same conditions increased radlioactve glucose incorporation.
These éffects of LNG on the studied parameters on females could be the

results of hormonal influences during the estrus cycle.
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PRECURSOR  SUCCESIVE RECRISTALLIZATIONS SP. ACT. {3H]dpm/mg

c, 462
cl 269

(3H] LNG ¢t 200
AL, 274
c, 310
cr 302

[3H] ING + T ¢2 273
AL, 430

TABLE 1. Recrystallization data of isclated 5 alpha
LNG from female hamster flank organs after
in vitro incubations with [3H] LNG in
presence of 10 fold excess or absence of T

in the incubation medium.

I




TREATMENT DIAMETER OF THE TOTAL LIPIDS
SPOT IN mn EXTRACTED IN
mg/gland
INTACT 5.20 £ 1.30 13.80 % 2.00
n=6
CABTRATED 2.55 £ 0.15 4.70 £ 1,20
n=12
T 5.60 £ 1.50 12.45 £ 0,50
n=4
LNG 4.25 * 0.50 10.30 * 1.50
n=4
5 alpha LNG 3.50 % 0.25 7.60 % 2.80
n=4
T + LNG 4.40 £ 0.73 11.00 * 1.50
n=4 |
T + 5 alpha LNG 4.60 £ 0.73 10.30 % 2.00
n=4 ‘

TABLA 2. Diameter of the spot of male hamster flank organs,

as well as lipid content in the Folchps extract.

Experiments were doing in duplicate and n

represents the different times repeat it. The

results show the standard deviations (%)




Figure 1. In vitro metabolism of [3H] LNG in the flank organs
of adult female hamsters. Incubations of homogenate
preparations were carried out in duplicate at 37°C
for 1 h , in presence or absence of 10 fold -

excess of testosterone in the incubation mediun.

Figure 2. Saturation (a) and Scatchard (b) plots of specific
[3H] DMNT binding to cytosolic fractions of
gonadectomized male hamster flank organs. Each

point represents the mean of 3 experiments.

Figure 3. Specificity of binding. Cytosolic fraction of
gonadectomized male hamster flank organs were
incubated for 18 - 20 hours at 4°C in the presence
of 1.38 nM [2H] DMNT and increasing concentrations
of radioinert steroids. Each point représents the

mean of 3 experiments

Figure 4. “y-lé-c glucose incorporation into lipids by the
male hamster flank organs of intact (I) or
castrated (C)animals organ in culture conditions .
Male génadectomized flank organs were treated with
different steroids for 15 days. The values are

given in pmol/gland/hour t standard deviations.
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