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RESUMEN.




La Noretisterona (NET) y el Levonorgestrel (LNG) son progestinas sintéticas ampliamente
utilizadas como agentes anticonceptivos y en terapia hormonal. Ambos compuestos son
biotransformados, en los tejidos blanco, en metabolitos reducidos en el anillo A de su
molécula, los cuales poseen diferentes propiedades farmacoldgicas. El objetivo de este estudio
fue determinar los mecanismos moleculares a través de los cuales se llevan a cabo los efectos
progestacionales y/o antiprogestacionales de NET, LNG y sus metabolitos reducidos. Fara este
propdsito se utilizé un ensayo molecular in vitro, altamente eficiente, basado en la deteccion
de la expresion de un gen reportero [la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT)] cuya
transcripcidn es regulada por dos elementos de respuesta a progesterona (PRE3) insertados en
la region promotora 5° de la caja TATA (PRE;-TATA-CAT). Se utilizd la linea celular CV-1,
la cual se derivd de riflon de mono, y no pose receptores de hormonas esteroides sexuales.
Estas células se cotransfectaron con un vector de expresion que codificaba para el receptor de
progesterona v el vector reportero PRE;-TATA-CAT. Los datos obtenidos con este modelo
demostraron que NET y LNG indujeron la actividad de CAT de una manera similar a la de la
potente progestina R5020. Los metabolitos de NET y LNG exhibieron una actividad
progestacional débil; por otta parte, cuando el metabolito Sax-NET se administro
simultineamente con R5020, un claro efecto antiprogestacional similar al de la antiprogestina
RU486 sc observd. Con estos resultados se mostrd claramente que los efectos hormonales que
presentaron NET y LNG, asi como sus metabolitos previamente observados se llevaron a cabo
a nivel de la transcripcion, y que el uso de sistemas de transfeccion in vilro; de vectores
quiméricos que portan en su secuencia los elementos de regulacion proges;tacional unidos a un
vector reportero, son un excelente modelo molecular que permite evaluar el efecto hormonal o

antihormaonal de diversos compuestos a nivel de la transcripcion.




ANTECEDENTES.




La Noretisterona (NET) y el Levonorgestrel (LNG) son progestinas sintéticas derivadas de la
19-Nortestosterona, con actividad progestacional, ampliamente utilizadas en diversos farmacos
empleados en la regulacion de la fertilidad y terapia hormonal (Van Look 1986, 1987. Shoupe
y Mishell, 1989). Ambos esteroides son metabolizados en tejidos blancos, en compuestos
dihidroreducidos (5o y 5B) y tetrahidro reducidos (38, Sa; 3a, 5a). Se ha demostrado que
estos metabolitos resultantes adquieren actividades hormonales (agonistas o antagonistas)
diferentes dcl-compucsto original (Cerbon 1991, Pérez-Palacios et al., 1992,). Los metabolitos
reducidos en el anillo A de NET (5a NET y 33, Sa NET) principalmente interactiian con los
receptores de progesterona (RP) y receptores de estrégenos, respectivamente (Pérez Palacios et
al., 1981, Chavéz et al., 1985, Shoupe y Mishell 1989). Los efectos hormonales que resultan
de estas interacciones (principalmente de tipo progestacional y estrogénico) han sido
ampliamente estudiados in vivo utilizando como modelo ¢l gen de la uteroglobina de conejo.
Los resultados de estos estudios indicaron que Sa-NET tuvo ecfectos agonistas
progestacionales débiles, y que ¢l 3B, 5«-NET presentd efectos estrogénicos evaluados
mediante la sintesis de uteroglobina y de su RNAm (Cerbon et al., 1990), regulados por
progesterona y estradiol, en el utero de concjas preiadas y prepuberes (Isoma et al., 1979,
Loosfelt et al., 1981).

Cuando se cvalué el efecto hormonal de Sa NET en concjas prepiberes, s¢ observd
tipicamente como un antagonista, fuc capaz, en dosis mayores de 2.5 mg, de inhibir la sintesis
de UG inducida por progesterona. Los resultados de estos estudios, nos permitieron conocer a
qué nivel de la expresion génica se llevo a cabo este proceso inhibidor o antiprogestacional.,
ya que cuando estos metabolitos fueron probados en combinacién con progesterona,
exhibieron propiedades tanto antiprogestacional potentes como de anti-implantacion (Pérez-
Palacios et al., 1992, Pasapera et al., 1995, Castro ct al., 1995). Sin embargo, los mecanismos
moleculares implicados en las acciones hormonal y antihormonal de estos esteroides no han

sido completamente dilucidados.



En la actualidad, no se conocen todos los mecanismos a través de los cuales, tanto los
metabolitos reducidos de NET, como otras progestinas ejercen sus miltiples efectos
biolégicos, incluyendo aquellos de tipo antagonista. Sin embargo, los datos en la literatura
apoyan que estos efectos son mediados por la interaccién de estas moléculas con los diferentes
receptores, aunque el tipo de respuesta generada a partir de esta interaccién tiene que ser

explorada, ya que podria traducirse en efectos variados tipo agonista o antagonista.

Debido a que el mecanismo de accién de las hormonas y/o antihormonas puede llevarse a cabo
a diferentes niveles, en este estudio nos propusimos valorar los efectos hormonales y/o
antihormonales a nivel de la transcripcién de NET, LNG y sus metabolitos reducidos,
mediante el uso de un ensayo molecular in vitro altamente sensible a través del cual los efectos
progestacional y antiprogestacional pudieron ser dctectados al medirse la actividad de la
enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT) (Gorman ct al., 1982) de un vector reportero que
posee en su secuencia dos clementos de respuesta a progesterona, los cuales regulan la

transcripcién del gen CAT.
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3.1 HORMONAS ESTEROIDES.

Los esteroides tienen en comun el poseer como nlcleo quimico basico, el
ciclopentanoperhidrofenantreno. Este hidrocarburo ciclico estd constituido por diecisiete
atomos de carbono dispuestos en tres anillos de seis dtomos de carbono (ciclohexano) y un
anillo de cinco 4tomos de carbono (ciclopentanc) denominados A, B, C y D (figura ). La
biosintesis de novo de todas las hormonas esteroides se inicia a partir de acetil-CoA y utiliza el
colesterol como intermediario obligatorio. En la formacién de colesterol se requiere la
participacion de por lo menos 27 enzimas localizadas en las fracciones microsomal y soluble
de la célula. Por lo tanto, puede decirse que la formacion de hormonas esteroides a partir del
colesterol, un compuesto de 27 atomos de carbono. implica una serie sucesiva de cambios
inducidos enzimaticamente, que resultan en su transformacion a compuestos de 21 atomos de
carbono (progestano, gluco- y mineralo-corticoides), de 19 atomos de carbono (androstano) y

de 18 dtomos de carbono (estrano) (figura 1) (Hicks, y Diaz 1988).

Las hormonas esteroides mas conocidas son los estrogenos, la progesterona, los andrégenos,
los glucocorticoides, los mineralocorticoides y la vitamina D. Se trata de hormonas potentes
que regulan el desarrollo y las funciones fisioldgicas en las hembras (estrégenos), en el
embarazo (progesterona), en ¢l macho (andrégenos), en el metabolismo y las respuestas al
estrés (glucocorticoides), en el equilibrio del agua y electrolitos (mineralocorticoides) y en el
metabolismo del calcio y el crecimiento esquelético (vitamina D) (Yen et al,, 1993). La mayor
parte de estas hormonas se biosintetizan en las gliandulas de sccrecidon endécrirna (ovario,
testiculo y suprarrenal) y en otros drganos que también tienen actividad esteroidogénica como

la placenta, el higado fetal (Hicks, y Diaz 1988) y en ¢l cerebro, aunque en este Gltimo en muy

pequeiias cantidades.
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Figura 1. Biosi is de los principales esteroides. 1) 20,22 Desmolasa; 2) 33-OH deshidrogenasa. 3)

17a-hidroxilasa, 4) 17,20- esteroide liasa (desmolasa) ,5) aromatasa . 6)178-OH-deshidrogenasa.




3.1.1 MECANISMO GENERAL DE ACCION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES.

Nuestra comprension actual de la via bioquhhica de la accién de las hormonas esteroides en
las células puede resumirse brevemente de la siguiente forma: las hormonas son secretadas
desde sus respectivas glandulas endécrinas hacia el torrente circulatorio, donde circulan unidas
(95%) a lipoproteinas plasmaticas de transporte. Los esteroides libres difunden hacia el interior
de las células e interactiian con los receptores especificos localizados, mayoritariamente, en el
niucleo. Después de unirse con sus receptores especificos, experimentan un cambio
conformacional, lo cual los convierte de inactivos a activos. En este punto, los receptores unen
con los elementos de respuesta especificos localizados en la region promotora de los genes y
asi activar (o suprimir) la transcripcién. Si un gen se activa, por ejemplo, la enzima RNA
polimerasa 1l transcribe la informacién del gen en acido ribonucléico mensajero (RNAm), una
molécula intermediaria que transporta la informacion hacia el compartimiento citoplasmatico
de las células. Aqui, la informacion es traducida con la maquinaria biosintética produciendo el

producto proteinico adecuado (Yen et al., 1993) (figura 2).

Los receptores de hormonas esteroides, como muchos otros factores de transcripcidn, deben
dimerizarse, interactuar con secuencias especificas del dcido desoxirribonucleico (DNA) y
luego acoplarse con otros factores de la transcripcién para formar complejos multiméricos
estables que inducen a la RNA polimerasa, para que inicie la transcripcién de los genes

hormono-regulados (Landers y Spelsberg 1992, Yen et al., 1993 ) (fig. 2).
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Figura 2. Mecanismo general de accién de las hormonas esteroides. El receptor activado por la
hormona esteroide se unc a un elemento de respuesta hormonal localizado en ¢l extremo 5° de un gen
regulador, controlando asi la transcripcidn del gen regulador. PT= proteina transportadora, R=
receptor, H= lhormona esteroide, H-R= complejo hormona-receptor activado, HRE= elementos de

respuesta a hormonas esteroides.



3.2 ELEMENTOS BASICOS QUE REGULAN LA TRANSCRIPCION DE GENES
HORMONO-REGULADOS.

3.2.1 ELEMENTOS CIS.

Los elementos cis que regulan la expresion de los genes controlados por los receptores de
hormonas esteroides, se dividen en cuatro grupos principales: 1) los promotores, 2) los
elementos de respuesta a los esteroides (o potenciadores), 3) los silenciadores y, 4) los

potenciadores independientes de las hormonas.( Yen et al., 1993)

1) Promotores. El promotor es indispensable para que el gen se transcriba. El promotor
determina la tasa basal de la transcripcién y también controla la iniciacion de la transcripcién.
Sdlo se requiere un promotor y en general se localiza hasta una distancia de 300 pares de bases
(pb) del sitio de inicio de la transcripcion de un gen. El promotor gencralmente, estd
compuesto por dos subelementos diferentes: 1a caja TATA, que es una secuencia de 7 pb rica
en (A-T) localizada a -30 bp del sitio de comienzo de la transcripcion de un gen, y la secuencia
de iniciacién ubicado por lo general a -90 bp a partir del primer nucledtido (+1) de ta
transcripcion. Ambos subelementos son activados cuando los complejos proteicos qué forman

la maquinaria basica de la transcripcion se unen de forma especifica con estos sitjos.

2) P jadores que responden a los esteroides. Son sccuencias localizadas en la regién
lejana 5° del gen y no limitadas a un sitio particular, hay una o mas copias de! potenciador que
responde a los esteroides. Los potenciadores son secuencias cortas del DNA que son potentes
estimuladores de la transcripcién y que pueden localizarse a diferente distancia de sus genes
andlogos. Los potenciadores que responden a seiiales de las hormonas esteroides, sirven como
sitios fijadores del DNA para {os complejos esteroide-receptor activados y se denominan
clementos de respuesta a las hormonas csteroides (HRE). Se ha demostrado que los sitios de
los HRE contienen copias de un conjunto particularmente importante de
desoxirribonuclcétidos cuya sccuencia contiene silios de unidn para los receptores especificos.

La existencia de un HRE cercano al promotor o al sitio de inicio de la transcripeion, por lo



general, permite que el gen sea sujeto al control de los complejos activados hormona-receptor.
La estimulacién hormonal podria aumentar la tasa de transeripeion hasta mas de cinco veces

por encima del nivel basal.

3) Silenciadores. En contraste, los silenciadores son elementos cis con accion opuesta a los
HRE. Actiian reduciendo o silenciando la transcripeidn de los genes. Un gen particular puede
tener uno o mds silenciadores. Si hay un silenciador, el gen adyacente no tiene una tasa basal
de transcripcién en ausencia de la estimulacion por las hormonas esteroides. Sin embargo, la
activacion del HRE puede superar el efecto del silenciador y poner en marcha la expresion del

gen.

4} Pot. iadores independi de las hormonas. Uno o mds pueden localizarse dentro de
la regién reguladora del gen. Estos elementos cis tienden a incrementar la funcién de los HRE

por el mayor aumento de la tasa maxima de la expresion de los genes inducibles.

3.3 ESPECIFICIDAD EN LA RESPUESTA BIOLOGICA POR HORMONAS ESTEROIDES:
HORMONA, RECEPTOR, GEN Y ESPECIFICIDAD CELULAR.

Dentro de un tipo celular particular, los ligandos agonistas interacthan con un receptor
particular evocando siempre el mismo tipo de respuesta bioldgica, aunque la intensidad es
diferente, dependiendo de la eficiencia de la unién del ligando. Aunque los cfectos de una
hormena pueden ser influenciados por el estado metabdlico de la célula o por el ciclo celular,
ellos son caracterizados por esta hormona y son por lo tanto hormono-especificos (Truss y
Beato 1993). La respuesta celular a las hormonas es mediada por una interaccion del receptor
hormonal con los HREs en el DNA que son especificamente reconocidos por las proteinas
receptoras. Hay varias clases de HREs, y parte de la selectividad en la respuesta hormonal es
impartida por el uso de HREs especificos para un conjunto de receptores (Beato 1989). Sin
embargo, hormonas diferentes (glucocorticoides, progestinas. mineralocorticoides y

andrégenos) pueden activar los mismos genes al unirse con su receptor especifico a la misma




secuencia reguladora (Cato et al., 1986, Cato et al., 1987 y Arriza et al., 1987). Por esta razén,

varias hormonas pueden tener el mismo efecto en un tipo celular particular.

Los efectos evocados por una clase de hormona, en una linea celular particular, pueden incluir
la induccién de la expresion de ciertos genes y represién de otros, aunque todas estas acciones
estdn mediadas por la misma clase de receptores hormonales. Por lo tanto, la siguiente
pregunta con respecto a la selectividad del efecto hormonal es el de las respuestas de genes
especificos. Esto podria deberse al orden particular de la secuencia reguladora del DNA con la
region del potenciador/promotor del gen regulado. La organizacién espacial de elementos
reguladores puede influir su significado funcional. Por ejemplo, la consecuencia biolégica de

1a unién hormona-receptor (Truss y Beato 1993).

Factores especificos de la célula pueden también influir sobre la hormona unida al receptor. La
misma hormona puede producir efectos diferentes en células diferentes. Por ejemplo, un gen
particular puede ser inducido o reprimido por el complejo hormona-receptor en cierto tipo
celular, micntras no es regulado en otro tipo celular, o puede siempre ser inversamente
regulado en un tercer tipo celular. En casos parecidos, la especificidad del receptor y la
especificidad celular podria ser en parte explicado por la existencia de conjuntos diferentes de
factores especificos de la célula, pero mds probablemente refleje la contribucién de la
estructura de la cromatina para determinar la accesibilidad de secuencias reguladoras del DNA

para receptores y otros factores de transcripcion (Truss y Beato 1993).

3.4 RECEPTORES DE HORMONAS ESTEROIDES

Cada una de las hormonas esteroides actiia, primeramente, uniéndose a receptores especificos
que discriminan entre las varias moléculas esteroides, cuyas diferencias estructurales son
algunas veces minimas (Truss y Beato 1993). Los receptores de cada clase de hormonas
esteroides estin codificados por genes de copia simples y una hormona especifica produce

efectos diferentes en varias células, ya que el mismo producto del gen media varias respuestas




diferentes dependiendo del tipo de célula bajo el que la hormona actita. Una posible excepcion
es el receptor de progesterona (RP) que se presenta en dos isoformas, en las que la longitud de
la regién amino N-terminal difiere. Las dos isoformas pueden presentar especificidad por
genes diferentes y, algunas veces por contextos celulares diferentes (Gronemeyer 1991), y por

lo tanto, sus respuestas son diferentes.

3.4.1 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS RECEPTORES DE HORMONAS ESTEROIDES.

La bioqufmica del receptor esteroide ha sido un campo activo de investigacién endocrinolégica
desde los ultimos afios de la década de 1960, pero el analisis estructural y funcional de los
receptores de las hormonas ha sido en parte solo posible siguiendo las clonaciones moleculares
de la secuencias de los genes correspondientes. Las diferentes funciones de los receptores,
como unién al ligando, dimerizacion, translocacién nuclear, unién al DNA, y transactivacion
han sido asignadas a secuencias de aminodcidos particulares o a regiones mas complejas de la

proteina (Evans 1988).

Todos los miembros de la familia de receptores de hormonas esteroides (SRs ) comparten
caracteristicas estructurales y funcionales similares, en lo que respecta a la regulacion de la
transcripcion de diferentes genes. Todos los receptores en esta familia tienen tres dominios
estructurales altamente conservados (Figura 3). Uno de éstos es. 66-68 residuos de
aminodcidos, ¢l cual esta localizado en la parte central de la proteina. Funcionalmente, esta
region contiene el dominio de unién al DNA (DBD). Las otras dos sccuencias son de 42 y 34
residuos de aminodcidos y estan localizadas hacia el extremo Carboxilo terminal (C-terminal)
respecto al DBD. Estas dos secuencias estan mezcladas con secuencias no conservadas, tienen
un menor grado de homologia que el DBD y son ricas cn residuos de aminodcidos
hidrofébicos.

Los receptores contienen un dominio variable o A/B, localizado en el extremo N-terminal de la

proteina. Este dominio varia tanto en tamaifio como en secuencia (Figura 3) y estd implicado en



la regulacién de la transcripcién génica tejido y promotor-especifico (Berry ef al., 1990), asi
como en la formacién de homodimeros y heterodimeros con otros factores de transcripcién
(Landers y Spelsberg, 1992).

N
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Unidn at DNA
Dimerizacién
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Figura 3. Representacién esquemsdtica de un receptor a hormonas csteroides indicando su
organizacion estructural y funcional. La porcidn central negra es el dominio de union al DNA
(DBD) de 66-68 residuos de aminoacidos que define a esta superfamilia. Las regiones sombreadas en
el extremo carboxi terminal es el dominio de union a la hormona (HBD), la cual incluye los dominios

conscrvados 2 y 3 (Fuller, 1991).

El dominio de unién al DNA (DBD) es la region mas altamente conservada entre los
miembros de la familia de receptores a hormonas esteroides. Este dominio contiene dos iones
de zinc coordinados tetraédricamente con 8 residuos de cisteina. La coordinacidn del zinc es
importante para la integridad estructural y la funcién de union al DNA del DBD. Este dominio
tiene dos subdominios (CI y CII) que son codificados por dos exones separados. Cada uno de
ellos estd compuesto de la estructura supersecundaria de asa-hélice y cada uno tiene un ion
zinc ligado por dos cisteinas ubicadas en el inicio del asa (dedo de zinc) y por dos cisteinas
ubicadas en el extremo N-terminal de la a-hélice. Las dos hélices se encuentran empacadas
una contra Ja otra en un angulo casi recto (Harrison, 1991). Los residuos de aminoacidos de

estos dos subdominios se pliegan para formar un solo dominio estructural. La estructura de



esta regioén parece ser el tema estructural asa [hélice-vuelta-hélice (HLH)], cl cual es comin
para varias proteinas que se unen al DNA (incluyendo factores de transcripcién), y puede
unirse al surco mayor del DNA para inducir cambios en la transcripcién de genes regulados
por esteroides. Se cree que los residuos de aminoacidos que se encuentran entre las primeras
dos cisteinas del segundo dedo de zinc forman una regidén de dimerizacion (Trus y Beato,
1993). Todo este dominio conlleva a que elemento del DNA se una al SR y, por lo tanto, que
el gen sea regulado por ¢l receptor. Por lo menos tres residuos de aminoacidos del extremo C-
terminal del primer dedo de zinc (entre los dos dedos) son criticos para que el receptor

reconozca el elemento de respuesta apropiado (Mader er al., 1989).

El dominio de unidn al esteroide (HBD) ecsta localizado en el extremo C-terminal de la
proteina. Este dominio es importante en la regulacion de la actividad transcripcional del
receptor. Subregiones especificas del dominio de union al esteroide son responsables de
conferir actividad transcripcional o “funciones activadoras de la transcripeion” (TAF), las
cuales se han identificado en ciertos receptores y son muy similares a los “dominios icidos de
activacidon” de ciertos factores de transcripcidn, no relacionados con los SR. La actividad de
esta regién es dependiente de la unidén de ligandos agonistas (Webster et al., 1988). La
localizacion especifica de la region TAF dentro del receptor no ha sido totalmente
determinada, ya que ha sido encontrada en diferentes regiones del receptor. Otra region de
dimerizaciéon menos definida se traslapa con el HBD y parece ser dependiente de la unién de la
hormona (Fawell ef al., 1990). La formacion de homodimeros es una caracteristica general de

esta familia.

Originalmente sc creia que los SR se localizaban en ¢l citoplasma y que se translocaban al
nicleo cuando se unia la hormona (Jensen er o, 1968). Estudios mas recientes han
demostrado que, a excepcion del receptor de glucocorticoides (GR), los SR estan asociados al
nicleo de la célula, ain en ausencia de la hormona, y que la unién del ligando solamente
incrementa la unién del receptor al nicleo (Picard ef al., 1990). Todos los SR conticnen una
secuencia de aminoacidos basicos (lisinas y argininas) en la vecindad del segundo dedo de

zine, entre los dominios de unién al DNA y el de union al esteroide. Este dominio es llamado
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1a regidn de “bisagra” (hinge), cuya secuencia no es altamente conservada. Se ha encontrado
que esta regién bdsica es la seilal de localizacién nuclear para varios SR, incluyendo el
receptor de mineralocorticoides (MR), andrégenos (AR), GR, PR y ER (Picard y Yamamoto,
1987; Arriza et al, 1987;; Trapman et al, 1988; Guiochon-Mantel er al., 1989, Green y
Chambon, 1991). También se han identificado sefiales de localizacién nuclear en el dominio
de unién a la hormona. Picard y Yamamoto, han demostrado que la secuencia de Jocalizacién
nuclear ubicada en el dominio de unién a la hormona del GR es dependiente de la hormona y
puede tener un significado en la localizacién citosdlica de este receptor no unido a

glucocorticoides (Picard y Yamamoto, 1987).

Después de la unidn al ligando, la forma activa de los receptores se supone es una entidad
homodimérica conteniendo dos moléculas de ligando. En contraste a la vitamina D, hormona
tiroidea y receptores de dcido retinoico, los receptores de hormonas esteroides de organismos
superiores no parecen formar heterodimeros funcionales con otros miembros de la familia de
los receptores nucleares (Truss y Beato 1993). Algunos receptores actitan en forma
homodimérica en solucion (Notides et al., 1981, Redeuilh et al,, 1987, Wrange et al., 1989,
Rodriguez et al., 1990, De Marzo et al,, 1991), pero unidos al DNA estabilizan la formacion
del homodimero (Eriksson y Wrange 1990). Una de las regiones de dimerizacidon esta
localizada dentro del DBD y mds precisamente entre las primeras dos cisteinas y el segundo
dedo de zinc (Schwabe y Rhodes 1991). Algunas antihormonas parecen ejercer su efecto
negativo por interferir con la dimerizacion propia del receptor (Emmas et al., 1992). La
formacion del homodimero parece ser importante en la unién del receptor a su secuencia

palindrémica de reconocimiento (Lees 1990).

Los analisis detallados sobre Ja localizacion intracelular y circulacion del receptor ya han
mostrado que la mayoria de los receptores de hormonas esteroides estan libremente asociados
con el nicleo celular en la ausencia de la hormona, y la unién del ligando sélo permite una
unién nuclear muy estrecha (King y Greene 1984, Welshons et al., 1984). Varias secuencias

cortas de residuos de aminodcidos se han identificado en muchas regiones del receptor que son
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importantes para la localizacién nuclear (Picard y Yamamoto 1987, Guiochon-Mantel et al.,
1989, Ylikomi et al., 1992).

3,4.2 INTERACCION DEL RECEPTOR CON HRE.

Durante los ultimos aflos un nimero de secuencias de reconocimiento del DNA han sido
identificadas (Truss y Beato 1993). Entre cllas, aqueltas que exhiben Ia mds alta afinidad por
receptores de hormonas, que son palindromes imperfectos separados por 3 bp (Beato et al.,
1989). Sin embargo, en regiones reguladoras en sitios de unidn al receptor parece faltar una

mitad del palindrome. La afinidad del receptor por la mitad del palindrome depende del tipo
del receptior y de las secuencias vecinas (Truss y Beato 1993).

3.4.3 DISCRIMINACION DE LA SECUENCIA DEL DNA POR EL RECEPTOR A HORMONAS ESTEROIDES.

Semejante a algunas otras proteinas reguladoras unidas al DNA, los receptores de hormonas
esteroides se unen a la doble hélice del DNA, esencialmente a través de interacciones con e}
surco mayor dondc ellos reconocen pares de bases individuales en sus sitios de union. Estos
sitios tienen una estructura palindromica imperfecia y puede clasificarse en dos principales
subclases. Una comparacion de algunos elementos de respuesta natural muestran que el grupo
de elementos de respuesta a glucocorticoides/progesterona (GRE/PRE) tiene la secuencia
consenso  GGTACAnonTGTYCY, y {a interaccién es inducida por glucocorticoides,
progestinas, mineralocorticoides y andrégenos. Otro grupo es el prototipo de los clementos de
repuesta para estrogenos (ERE), tiene fa secuencia consenso GGTCANNNTGACC y su

respuesta es mediada por estrogenos, hormonas tiroideas, vitamina Ds, y dcido retinoico (Truss
y Beato 1993).

Los estudios mds recientes (Carson-Jurica et al.,, 1990) han dividido estos elementos en tres

clases que incluyen a los Efementos de Respucsta para Glucocorticoide, Progesterona,



Andrégeno y Mineralocorticoide (GRE/PRE), Estrogenos (ERE), hormonas Tiroideas (TsRE)
y los elementos de respuesta a acido retinoico (arRE) (Beato M 1989). Los cuales se
caracterizan por secuencias de bases especificas, ya sea de tipo palindrémicas o repetidas.
(Beato M. 1989).

3.5 INTERACCION DE LOS RECEPTORES CON OTROS FACTORES DE
TRANSCRIPCION.

Como ya se menciond, la union del receptor a los HRE es un prerequisito para la regulacién
del gen, pero ésto no es suficiente. Varios estudios han mostrado que otros elementos de
regulacién dentro del promotor son requeridos para la manifestacion del efecto hormonal en la
expresion del gen. Esto sucede no sélo para aquellos sistemas en que la induccién hormonal
puede ser bloqueada por inhibidores de !a sintesis de proteinas, sino también en efectos
primarios cldsicos de hormonas en la transcripcion. En los casos donde l1a hormona reprime la
transcripcion de los genes, la regulacion puede tomar lugar sin unién de los receptores

hormonales a los HREs definidos (Truss y Beato 1993).

3.5.1 ENSAMBLE DEL COMPLEJO DE INICIACION DE LA TRANSCRIPCION.

Los receptores de hormonas esteroides parccen ser capaces de interactuar con varios
componentes de la maquinaria transcripcional. En transfeciones y ensayos de transcripcion in
vitro, se ha demostrado que los receptores de hormonas esteroides pueden activar promotores
minimos. La transactivacion del receptor de estrogenos se aumenté en respuesta a la sobre
expresion de la proteina de union a la caja TATA (TBP). Esta interaccion, sin embargo, no
pudo ser suficiente para la transactivacion o debié modularse por TAFs, ya que el receptor no
pudo activar la transcripcion de los genes de RNAr por RNAPIL, que también son catalizados
por un complejo conteniendo TBP. Los TAFlls (factores implicados en ¢l complejo de inicio
de la transcripeién) han sido identificados como blancos potenciales de los receptores a

hormonas. También una interaccién con TFIIB sc ha reportado para el receptor de hormona
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tiroidea (Baniahmad A, et al., 1993, Tone Y., 1994) y para el receptor de la vitamina D3 (Mac
Donald PN, et al.,, 1995, Blanco JC, et al., 1995). Una interaccién similar entre ER o PR y
TFIIB se ha reportado (Ing NH, et al,, 1992). También recientemente un nimero de factores
intermediarios de la transcripcién (TIF) para receptores de hormonas esteroides se han
identificados, como SRC-1 que interactia con PR y aumenta la transactivacién por PR, ER,
GR, etc. (Jacq, et al,, 1994))

3.5.2 INTERACCION POSITIVA DE LOS RECEPTORES CON OTROS FACTORES DE TRANSCRIPCION.

En experimentos de transfeccion con construcciones artificiales conteniendo sitios de unién
correctamente separados por varios factores de transcripcion, se ha demostrado que GR es
capaz de actuar sinergéticamente con una variedad de fectores de transcripeidn, incluyendo
CTF/NFI, SP1, y los factores de union a la caja CACC (Schule et al,, 1988, Strahle et al 1988).
Los dominios carboxilo y amino terminal de GR se han implicado en estas interacciones

sinergéticas (Muller et al., 1991).

Los andlisis mutacionales del promotor MMTV (virus de tumor mamario de ratén) han
mostrado que, ademas de los sitios de union para receptores hormonales, otros elementos de
secuencia proximal son importantes para la induccion hormonal. En particular, el sitio de
unién para CTF/NFI inmediatamente hacia el 5° de la regién de respueta a la hormona (HRR)
ha sido identificada como esencial para la induccién por glucocorticoides y progestcrona
{(Nowock et al., 1985, Miksicek et al.,, 1987, Buetti ct al., 1989, Toohery et al,, 1990,
Bruggemeier et al., 1990,). Ademas, dos temas estructurales octaméricos localizados entre los
sitios de union para CTF/NFl y la caja TATA parccen participar en la transeripcion inducida
hormonalmente. Como era de esperar, la region de la caja TATA es también esencial (Toohery

et al., 1990, Bruggemeier et al., 1991).
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Una demostracién directa de la participacién de CTF/NFI en la transeripcion del MMTV y
otros promotores s¢ han obtenido en experimentos de transferencia de genes y en ensayos de

transcripcion in vitro (Kalff et al., 1990, Bruggemeier et al., 1991, Allan et al., 1991).

3.5.3 REPRESION TRANSCRIPCIONAL: Competencla para la unldn, Interaccidn con AP1, y Secuestro.

La represion de la transcripeion por hormonas esteroides se puede explicar por la competencia
entre los receptores de hormonas y otros factores de transcripcion, al unirse a sitios esenciales
en el promotor (Akerblom et al., 1988), pero algunos otros mecanismos se¢ han propuesto.
Ejemplos bien documentados de la represion transcripcional por glucocorticoides se ha
descrito para varios promotores que son inducidos a través del sitio AP1 (Mordacq y Linzer
1989). En este caso, aunque el DBD del receplor es necesario para ¢l efecto inhibidor, la
represion no requicre la union a los GRE, sino mas bien depende de una interaccion proteina-
proteina, con los componentes del complejo AP1, Juny Fos (Jonat et al., 1990, Touray 1991).
Ademas, ¢l efecto inhibidor es reciproco ya que la sobre expresion de Jun o Fos impide la

induccién de genes de respuesta a los glucocorticoides (Shule et al., 1990, Lucibello et al.,
1990).

3.6 MODULACION DE LAS INTERACCIONES DEL RECEPTOR.

Se ha observado que la interaccion de los receptores hormonales con el DNA, y con otros
factores de transcripcion esta influenciada por una variedad de parametros, algunos afectan a
uno de los receptores hormonales, mientras otros influyen en su blanco gendémico. Entre los
factores que influyen en la actividad del receptor, algunos son relevantes en todas las células,
como la unién al ligando, en donde otros pueden ser célula especifico, como el grado de
fosforilacion. Los factores que influyen en la secuencia gendmica blanco de los receptores

hormonales son la topologfa del DNA y la estructura de la cromatina. El conocimicnto acerca




de estos mecanismos son limitados, a pesar de que ¢llo ¢s eminentemente importante para la

fisiologia de la accion de la hormona (Truss y Beato 1993).

3.6.1 UNION DEL LIGANDO AL RECEPTOR: Agonistas vs Antagoniseas.

Los experimentos in vivo han demostrado que la hormona se necesita para la accién del
receptor, pero no es claro si en la ausencia de 1a hormona ¢l receptor no unido al ligando ejerce
alguna funcion fisioldgica significativa. En el caso de las hormonas esteroides no hay prueba
directa de la funcidn del receptor no unido al ligando (Truss y Beato 1993). Los receptores de
esteroides no unidos al ligando forman complejos con otros péptidos unidos, incluyendo a la
proteina de choque térmico hsp 90 (Denis et al., 1987, Rexin et al., 1988) y, posiblemente, hsp
70 (Smith et al., 1990, Onate et al,, 1991), Una dec las funciones sugeridas de la formacién de
estos complejos podria ser mantener el receptor en una conformacion “'inactiva” en términos
de la activacion transcripeional (Cadepond et al., 1991). Ademas, la interaccion de hsp 90 con
p59, podria servir para facilitar la transicion conformacional del receptor y. al mismo tiempo
incrementar su afinidad por el ligando (Ohara et al., 1990, Tai et al.,, 1992, Callebaut et al.,
1992,). En esta perspectiva, una funcion de la unién del ligando podria ser inducir un cambio
conformacional del complejo oligomérico permiticndo la disociacion de la hsp 90 y la
formacién de homodimeros estables de las subunidades unidas al esteroide (Denis et al., 1988,
Forman y Samuels 1990). Como las uniones homodiméricas a los IRE son de alta afinidad y
es la forma funcional del receptor, la induccion de dimerizacion podria ser uno de los efectos

blanco principal de la unién del ligando ( Truss y Beato 1993).

Se sabe que los receptores aislados pueden unirse a los HRE en ausencia del ligando, o cuando
forman complejos con un antagonista (Willmann y Beato 1986). Existen también indicios de
que un antagonista puede inducir Ja unién del receptor a Ios-HRE in vivo (Guiochon-Mantel et
al., 1988, Pham et al., 1991). Intercsantemente, la cinética de unidn del receptor al DNA
parece ser dependiente de la union al ligando (Shauer ct al., 1989). En particular, la velocidad

se acelera considerablemente por la unién de un agonista, sugiriendo que los cambios en la
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vida media del complejo HRE-receptor pueden tener consccuencias funcionales (Shauer et al.,
1989). La movilidad electroforética del complejo ERE-ER es también influenciada por la
naturaleza del ligando, indicando que lipandos antagonistas pueden permitir la formacién de
complejos andlogos con HREs (Fawell et al., 1990, Reese y Katzenellenbogen 1991). Estas
ideas son apoyadas por la observacién que estos complejos pueden competir por la
transactivacién constitutiva observada con receptores truncados que les falta el dominio de
unién al ligando (Guiochon-Mantel et al., 1988). Ademas, la activacién de la transcripcidn in
vitro por el PR requiere la union de un ligando agonista (Elliston et al., 1992), y la sustitucién
del agonista por un antagonista reduce la actividad de transactivacién (Kalff et al.,, 1990,
Bagchi et al., 1990). Estos hallazgos sugieren que la conformacién del receptor homodimero
de unién a los HRE esta influenciada por la naturaleza del ligando y es importante para su

transactivacion (Truss y Beato 1993).

3.7 El RECEPTOR DE LA PROGESTERONA.

La progesterona cjerce sus actividades bioldgicas a través de su unién a una proteina aceptora
especifica denominada Receptor de Progesterona (RP), el cual pertenece, como antes se
menciond, a una superfamilia de factores transcripcionales trans-activadores. Esta familia
incluye a los receptores para hormonas esteroides, para la vitamina D, hormonas tiroideas,
acido retinoico, acido graso, asi como proteinas sin ligando conocido, también llamadas

receptores “huérfanos” (Evans 1988).

El RP, a diferencia de los otros receptores de hormonas esteroides se ha detectado en andlisis
electroforéticos como dos isoformas de peso molecular distinto (llamados A de 79-94 kilo
daltons (K) y B de 100-120 k), debido a que la longitud de la regiéon amino N-terminal es
diferente. Las dos isoformas pueden exhibir especificidad por genes diferentes y algunas veces

por contextos celulares diferentes (Gronemeyer 1991).
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La transcripcion del receptor estd bajo el control dual de progestinas y estrogenos, que actian
secuencialmente para regular la concentracion celular del RP y, por consiguiente, una probable
respuesta cclular a progestinas. En el iitero y varios tejidos blanco de progesterona, el receptor
es incrementado por estrogenos donde los niveles de RNAm del RP s¢ elevan en presencia de
estrégenos. Algunas situaciones fisioldgicas en que los niveles de progesterona en suero son
elevados, por ejemplo, durante la fase litea del ciclo menstrual humano o durante el
tratamiento con progestinas en varias especices, s¢ ha observado que los niveles del RP celular
disminuyen de manera importante a lo que se le ha denominado una regulacién a la baja del

receptor por su ligando.( Christine et al., 1990).

3.7.1 ACTIVACION DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA.

En la ausencia de ligandos especificos, por lo general, los receptores de esteroides estdn
inactivos in vivo. La adicién de la hormona resulta en una transformacion rapida del receptor
inactivo a un estado activo en donde el receptor se vuelve mis pequeiio (de 8s a 4s). Este
proceso ha sido referido como activacion o transformaciéon. Antes de la activacion por la
hormona, el receptor esteroide forma complejos oligoméricos, los cuales no se unen al DNA,
Se propone que este estado inactivo se mantiene por asociacion del receptor a otras proteinas.
Algunas de las proteinas que se ha propuesto como componentes del complejo oligomérico
con el RP es la proteina de choque térmico de 90 K (HSP 90) y p59. Estas proteinas se han
encontrado ¢n complejos con los receptores de glucocorticoides, mineralocorticoides,
estrogenos, y androgeno en forma hetero-oligomérica. S¢ ha observado que cuando se forma el
complejo con HISP90 y/o p59. los receptores de progesterona y de glucocorticoides no son
viables para unirse al DNA. El tratamiento del complejo oligomérico del receptor con sales u
hormonas in vitro resulta ¢n la disociacion del complejo para producir un receptor que puede
ser active y unirse al DNA.

En el caso particular del PR, éste interactia con dos moléculas de HSP90 que son liberadas en

presencia de su ligando (progesterona), quedando asi el receptor activado el cual se une a



elementos de respuesta a progesterona (PRE) como dimeros (Christine et al,, 1990, Carson-
Jurica et al., 1990, Landers y Spelsberg 1992). Figura 4.
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Figura 4. Activacion del receptor de progesterona. Al unirse la progesterona al receptor se liberan
las dos proteinas de HSP 90 quedando “activo™ el receptor para unir a los elementos de respuesta para
progesterona,

3.7.2 UNION DEL RP" AL DNA.

El paso inmediato después de que la progesterona (Pa) sc une al receptor, es el cambio
conformacional que sufre este receptor, resultando en la liberacién de hsp90 (la cual esta unida
en una regién cercana al dominio de unién al ligando (LBD), provocande cambios en 1a region
LBD. De esta forma, los receptores se convierten en activadores transcripcionales, que a su vez
pueden interactiar con otros factores de transcripcion, desencadenando asi el inicio de la
transcripcion de un gen yue contiene dentro de las secuencias aledafias al promotor, elementos

de respuestas a estos receptores (Beato M; 1989).
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3.8 PROGESTERONA.

En los mamiferos, la P4 es la hormona esteroide responsable de la preparacion morfofuncional
del endometrio para la nidacién del huevo fertilizado, el mantenimiento de la gestacion y el
desarrollo alveolar de la glandula mamaria, esencial para el proceso de la lactancia. La
estructura quimica basica de la Py y sus derivados hidroxilados y/o reducidos (progestinas
naturales) es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 dtomos de carbono. Los
principales 6rganos de produccién de progesterona son el cuerpo luteo del ovario y la placenta.
La corteza suprarrenal y el testiculo también biosintetizan progesterona, aungue como

intenmediario en !a formacion de otras hormonas esteroides (Hicks ct al., 1988) (Fig. 5).

La molécula de Py, una vez que ha sido sintetizada, puede servir como sustrato para la sintesis
de un grupo de compuestos conocidos como progestinas naturales. Este proceso se realiza a
través de cambios estructurales mediados por la accion de sisternas enzimaticos, localizados
tanto en los organos esteroidogénicos, como a nivel de los organos blanco (sensibles a
progesterona). Estas modificaciones enzimiticas de la Py modulan su actividad biologica
intrinseca y ocurren fundamentalmente en los anillos A y D, asi como en la cadena lateral. Las
progestinas reducidas en el C-5 particularmente las 5B3-progestinas (dihidro derivados) tienen
una gran potencia anestésica, mientras que los compuestos reducidos en el C-5 y en el C-3
(tetrahidro derivados) modulan el funcionamiento del aparato neuronal relacionado con la
produccion y liberacién de la hormona liberadora de gonadotropinas (LH-RH) (Hicks et al.,
1988).
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Figura 5. Biosintesis de la progesterona a partir del colesterol y formacién de progestinas naturales

reducidas en el anillo A (dihidro y tetrahidro derivados ) a partir de progesterona.

En la mujer, durante la fase litea de! ciclo menstrual, después de la ovulacién, y durante el
embarazo, la Py, es esencial para la funcién reproductiva. En el atero, la P causa
decidualizacion del endometrio, implicado en este proceso células epiteliales, glandulares,
mesenquimaticas y vasculares, Estos cambios son necesarios para la implantacion del embrion
(blastocisto), los cuales ocurren durante la segunda semana después de la fertilizacion. La Py
también participa cn la disminucién de la respuesta del musculo liso del Wtero (miometrio)
para evitar las acciones provocadas por agentes excitadores, tales como prostanglandinas y/u
oxitocina, lo cual favorece la estabilidad en la cérviz del utero y la formacion de una capa
mucosa. Todos estos efectos son vitales para la proteccion del desarrollo del embrion y del feto

(Clarke y Sutherland 1990).
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Algunas células en el sistema nervioso central, particularmente en el hipotdlamo, son también
blancos para P,.(Camacho-Arroyo et al, 1995), la P; actiia en células blanco por via del
receptor de Py, la concentracion de este receptor se ve incrementada en células blanco por el
aumento preovulatorio de estrégenos. Estas células son asi preparadas para responder a Py
despuds de la ovulacién. Cuando P; es secretada por el cuerpo luteo este se encuentra
particularmente bajo el control de Ja hormona luteinizante (LH) durante el ciclo, y su periodo
de vida es marcadamente constante (14 dias) si no se recupera por una hormona estimulante
adicional (gonadotropina). La muerte funcional del cuerpo litco (Jutedlisis) esta asocjada con
un decremento rapido de Py y estradiol, de tal forma que el endometrio sufre un proceso de
desintegracion y se desprende (mienstruacién). Si un 6vulo fertilizado se implanta, 1a hormona
gonadotropina coriénica humana (hCG) producida por células embrionarias, asegura la
prolongacion del periodo de vida del cuerpo liteo y contintia la secrecién de Pa.
Posteriarmente, la placenta toma esta funcion, y hay un decremento de hCG, mientras la
produccion de Py placental incrementa hasta el fin del embarazo. El incremento de las
concentracioncs de Py en el plasma son responsables de la falta de ovulacion durante el
embarazo, operando presumiblemente, via un sistema de retroalimentacion negativo en el ¢je
hipotalamo-hipoéfisis al incrementar los niveles de LH. Este efccto inhibitorio de Py es la base
de muchos dc los anticonceptivos, que contiecnen un andlogo de Py sintético (una

progestina).(Wayne y Edwin 1983)

La P, esta también implicada en el principio del ciclo en el desarrollo de los foliculos y en los
procesos de ovulacion. La foliculogénesis depende, en parte, de P, intraovarica que no es
secretada hacia la sangre, pero es activa localmente en una manera paracrina o autocrina. Un
incremento pequeidio de los niveles de Py en sangre ocurre antes de la ovulacidn y refuerza el
efecto de retroalimentacion positivo del estradiol, disparando los niveles de LH a mitad del
ciclo. Este incremento de Py puede tener también efecto directo en el foiiculo (Wayne y Edwin

1983).



Durante el segundo o tercer mes de embarazo, la placenta comienza a secretar estradiol (Ea) y
P, y de alli en adelante el cuerpo luteo no es esencial para continuar la gestacion. EI E; y la P,
contintian siendo secretados en largas cantidades por la placenta. La P4 inhibe la sintesis de su
propio receptor ¢ impide la resintesis del receptor de E;. Por estas razones bioquimicas, entre
otras, la caida repentina en la secrecién de P4 en el fin del ciclo es el determinante principal del
principio de Ja menstruacién. Si la duracién de la fase latea se prolonga por tratamientos con
P4, se pueden inducir cambios deciduales en el estroma endometrial, similares a aquellos
observados en ¢l embarazo temprano. El incremento en las concentraciones de P4 que ocurre
durante ¢l curso de la gestacion son de gran importancia en el mantenimiento del embarazo,
particularmente considerando el hecho de que la Py suprime la contractilidad uterina. Otro
efecto importante, es el hecho de que la Py puede contribuir para inducir un estado de
“inmunidad a la transplantacién”, de este modo previene inmunolégicamente el rechazo del

feto. (Wayne y Edwin 1983)

3.9 PROGESTINAS SINTETICAS.

3.9.1 DEFINICION Y CLASIFICACION

Las progestinas sintéticas o analogos de la progesterona, como el nombre lo sugiere, son
esteroides que simulan los efectos de la progesterona. Especificamente, las progestinas se
definen como agentes que inducen cambios secretores en el endometrio proliferativo. Se

pueden clasificar como naturales y sintéticos (Yen et al., 1993).

3.9.2 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROGESTINAS SINTETICAS

Las progestinas sintéticas pueden clasificarse de acuerdo con la molécula esteroide basica de la
cual se derivan. Las que sc derivan de la molécula de pregnanos como la 17-Hidroxi-

progesterona y aquellas que se¢ derivan del androstano y estrano como la |9-nortestosterona
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(McGuynty y Djeressi 1958). Dentro de este iltimo grupo se encuentra la Noretisterona o NET,
la cual es ampliamente utilizada en diversos farmacos cmpleados en la regulacion de la
fertilidad y terapia clinica, debido, a sus propiedades biologicas. Dentro de este grupo también
se encuentra el Levonorgestrel o LNG (Hilliard et al., 1966).

Progestinas de estructura relacionada con la testosterona. Yaen 1938 se demostré que la
manipulacién de la molécula de testosterona modifica de forma radical su actividad; de
androgénica a progestogénica. Sin embargo, en 1951 Djerassi y cols. sintetizaron el compuesto
més importante de esta serie, la noretisterona, y originaron el desarrollo de toda la generacion
de agentes progestacionales. En este grupo se¢ encuentra la noretisterona, ¢l noretinodrel, el
norgestrel, el levonorgestrel y el diacetato de einodiol. Estas cinco progestinas se utilizan
como componentes de los anticonceptivos orales, Sélo el Levonorgestrel presenta actividad

biol6gica y también se emplea en el preparado anticonceptivo implantable Norplant .( Yen ct
al., 1993).

Progestinas de estructura relacionada con la progesterona. El uso de estos compuestos
como anticonceptivos es limitado. Es probable que el compuesto mas importante de esta serie
sea el acetato de medroxiprogesterona, efectivo por via oral, el cual es utilizado con diversas
indicaciones ginecolégicas. En el pasado, algunas de estas progestinas se evaluaron y liberaron
al mercado como anticonceptivos; en la actualidad se emplean sobre todo para el tratamiento

de transtomos ginecoldgicos (Yen ct al., 1993).

Sc ha demostrado que las progestinas sintéticas se biotransforman a nivel de los Organos
blanco y que los productos de transformacion metabélica pueden interactuar con receptores
localizados dentro de las células blanco. El efecto bioldgico de estas interacciones pueden
resultar en actividades agonistas, antagonistas y/o sinergéticas, dependiendo de la naturaleza

del receptor al que se unen (Pérez-Palacios, Fernandez-Aparicio et al., 1981, Pérez-Palacios,
Chavez et al., 1981).
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Las progestinas también pueden interactuar con otros receptores de hormonas esteroides
(andrégenos, glucocorticoides, mineralocorticoides y en algunos casos estrégenos) y pueden
tener una especificidad muy variable. Algunas progestinas han mostrado unirse a otra clase de
receptores, como por cjemplo el receptor GABA-A y el receptor de Glicina. (Ed. Progestins
1996).

3.9.3 LA NORETISTERONA.,

La NET, 17a-etinil-17B-hidroxi-4 estren-3 ona, es una progestina sintética, con actividad
progestacional, derivada de la 19-nor-testosterona (Pérez-Palacios, Ferndndez-Aparicio et al.,
1981) se utiliza ampliamente como anticonceptivo debido a su capacidad para inhibir la
ovulacion (Pérez-Palacios, Chavez et al., 1981), en una accién mediada por Ia supresién de la
liberaci6n ciclica de gonadotropinas en la hipofisis anterior; sin embargo, la NET no posec
exclusivamente actividad progestacional, ya que diversos estudios clinicos y experimentales
han demostrado quc después de su administracién se observan efectos adicionales que
clisicamente se consideran de tipo androgénico, estrogénico y glucocorticoide e, incluso,
puede presentar algunos efectos antihormonales (Cerbon et al., 1990 Cerboén, ct al., 1991). En
experimentos llevados a cabo en varias especies de mamiferos ha quedado demostrado que la
NET presenta esta gama de efectos hormonales (Revez et al, 1960), y sc¢ debe a las
interacciones de los diferentes productos de bioconversion de NET con los diferentes
receptores de hormonas esteroides sexuales (Braselon et al., 1979, Chavez et al., 1985, Larrea

et al., 1987, Pérez-Palacios et al., 1992).

Se ha demostrado que las hormonas esteroides sc metabolizan y pueden convertirse en
esteroides mas potentes. Asi, los precursores de las hormonas esteroides scxuales son
esteroides, tales como la estrona, la cual puede convertirse a estradiol, dihidroepiandrosterona
(DHEA), androstendiol, (un derivado de DHEA) y androstendiona, todos potenciales
precursores de testosterona. La pregnenolona es el precursor inmediato de progesterona , por

medio de la accién de la A’-3,B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, As—>A, isomerasa. Esos
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precursores pueden ser liberados al torrente sanguineo y transportados a células blanco, donde
pueden producir productos activos. Este proceso de “activacion metabdlica™ esta bien
establecido para la formacion de testosterona a partir de androstendiona (en el higado, la piel y
la préstata) y para la formacion de estradiol a partir de estrona (en el utero, glandula mamaria y

tejido adiposo) o a partir de DHEA (en la placenta humana).

La testosterona y el estradiol son 173-hidroxiesteroides, que se unen con una fuerte afinidad a

sus receptores. El androstendiol, es estrogénico, y esto sucede por que se une al RE,

Otros metabolitos de hormonas esteroides son activos, como la Sa-Dihidrotestosterona, el
estradiol que también es metabolito de testosterona es activo en células del hipotilamo, células

de la granulosa, placenta, adipocitos y hueso.

Los metabolitos de las hormonas esteroides sexuales previamente considerados como
productos inactivos, poseen distintas propiedades, tales como los 3,5 tetrahidroderivados de
progesterona, Jos cuales son responsables del efecto sedativo de la progesterona, el cual esta

relacionado a la modulacion alostérica del receptor de GABA.

Los metabolitos de los esteroides son entonces extremadamente importantes para determinar el
mecanismo de accion de los esteroides sexuales, v progestinas sintéticas (Beaulieu 1970,
Muller et al., 1950).

De esta forma, a través de diversos estudios bioguimicos se ha establecido que la NET también
se metaboliza tanto in vitro como in vivo, a nivel de 6rganos blanco y que los productos de
transformacién metabolica son principalmente 5a-reducidos (Cerbén et al,, 1991) (fig. 5).
Varios estudios realizados en nucstro laboratorio demostraron que los metabolitos Su-
reducidos (Sa- DHNET) se unen a los RA y RP y que los metabolitos tetrahidrorreducidos
(3p,5a THNET) interacionan con los RE (Chavez et al., 1985).
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JaSa-noretisternna

Figura 6. Reduccion enzimitica de la norctisterona. La reduccion enzimitica de la NET da como

resultado metabolitos reducidos en las posiciones 5 y 3 de la molécula de NET.

Las caracteristicas de union de estos metabolitos con los receptores nucleares ya se ha
determinado (Chavez et al,, 1985). La NET intacta se une con alta afinidad al RP y produce
efectos bioldgicos a nivel de 6rganos blanco, el 5a-DHNET también se une al RP, aunque con
menor afinidad, asi como al RA (Larrea et al.,, 1987). Sin embargo, muchos de los efectos
biolégicos resullantes de estas interacciones no han sido evaluados, aunque hay datos que
sugieren fuertemente que sus efectos son de tipo antihormonal (Cerbdn ct al., 1990, Castro et
al., 1995, Pasapera et al., 1995). El metabolito 3B,5¢-THNET (compuesto no fenélico y no
aromatizable) s¢ une especificamente al RE dando por ‘resultado un efecto tipicamente

estrogénico (Vilchis et al., 1986).
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En 1979, Reel y col. evaluaron por el método de Mec Phail (1934), ¢l efecto progestacional
producido por los derivados de la 19-Nor-Testosterona. Entre estos compuestos evaluaron las
propiedades de unidén de la 5a-DHNET al RP y a respuestas biologicas después de su
administracion. Ellos reportaron que el 5a-DHNET producia un efecto antagonista a la accion
de la P4; ya que no encontraron ninguna correlacion entre la afinidad por RP y la actividad

biologica de la progestina.

3.10 ANTIPROGESTINAS

3.10.1 CARACTERISTICAS DE LAS ANTIPROGESTINAS

Las antiprogestinas se dividen ¢n dos grupos:
1. Las progestinas que sc une al DNA,

2. Y las que no se uncn al DNA.

3.10.2 ANTAGONISTAS DE PROGESTERONA.

Existen dos mecanismos fundamentales por los cuales actilan los antagonistas: El primero es
un efecto cldsico antagonista, el cual tiene la habilidad de inhibir las actividades de un
agonista. En este sentido, los RP ocupados por un agonista regulan la transcripcion uniéndose
como dimeros a los elementos de respuesta a progesterona presentes en el gen regulado. Por
otra parte, los complejos formados por el RP-antagonista también se unen a los PREs pero no
son productivos. De csta forma, la inhibicion por este tipo de antagonistas involucra la
competencia entre dos ligandos, agonistas contra antagonistas por ¢l sitio de unién en el RP,
seguida por la competencia entre las dos clases de RP-ligando para unirse a los PREs. En
presencia del agonista, la unién al DNA conlleva a4 una respuesta transcripcional especifica,

mientras que con el antagonista la unién al DNA es abortiva. En este altimo caso, esta
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actividad inhibidora estd controlada por numerosos factores, los cuales incluyen su afinidad
por los receptores, la afinidad de esos complejos por los PREs, el nimero y ocupacién de los
PREs en un promotor y otros factores mas. Existen otros datos que sugieren otros mecanismos
alternativos para que un agonista ejerza su efecto. Los complejos RP-antagonista, presentan
actividad estimuladora de la transcripcién que no son percibidas, y ésto es a través de sitios de

unién en el DNA o proteinas que se unen al DNA y no implican a los PREs (Horwitz 1993).

Estos mecanismos novedosos podrian, cn teoria, afectar no solamente a los genes que
contienen PREs, sino también a los genes que no son regulados por el RP y sobre los cuales
los agonistas no tienen ningim efecto. Dichos mecanismos podrian explicar cémo una

antiprogestina puede tener efectos en genes que no son bjanco de progesterona.

3.10.3 RU 486.

La antiprogestina RU486 [mifepristona; 17p-hidroxi-11B-(4-dimetilaminofenil) 17c-~(1-
propinil)-estra-4,9-dicn-3-ona ], la cual pertenece al grupo de antiprogestinas que se unen al
DNA, es un derivado de la 19-nortestosterona. RU486 (Philibert et al., 1985) se rcporté
primero por poseer actividad antiglucorticoide, y sus propiedades antiprogestacionales y
abortivas sc demostraron mas tarde. Se han utilizado exitosamente como una alternativa
médica para provocar el aborto temprano; sin embargo, tiene aplicaciones clinicas adicionales
(Garfield et al., 1987, Ulmann ct al., 1990). La RU486 sc utilizo clinicamente como un agente
anticancerigeno en cincer de mama avanzado, como una droga cfectiva en el tratamiento del
sindrome de Cushing, y como una herramienta experimental para el estudio de la accion de
hormonas esteroides. RU486 inhibe la accion de las hormonas a nivel del receptor en tejidos
blancos. Se une con alta afinidad af RP ¢ induce unién del RP a un elemento de respuesta a
progesterona localizado en genes hormono-regulados de humano, pcrd impide la funcién de la
maquinaria de transcripcién que se desencadenaria, normalmente, con la progesterona. RU 486

también interactiia con el receptor de glucocorticoides para antagonizar los efectos de éstos
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(Meei-Huey et al.,1993). También se ha reportado (Meei-Huey et al.,1993) que RU486 posee

algunas propiedades parecidas a las de los estrogenos.

Se ha demostrado que el primer paso en el mecanismo de accién de las antiprogestinas es su
interaccion con los RP (Philibert et al., 1985). El antagonista RU 486 unido al RP desencadena

la activacion del receptor de la misma forma como lo hace el agonista, es decir:

a) Ocurre una disociacién de los complejos activos 88, el cual implica las proteinas de choque
térmico in vivo e in vitro (El-Ashry et. al., 1989).

b) La oligomerizacion de los receptores ( Guiochon-Mantel et al., 1989, Delabre ct al, 1993) y
la transferencia al nicleo((El-Ashry et. al., 1989, Guiochon-Mantel et al., 1989, Delabre et
al., 1993).

c) La unién a los sitios especificos PRE in vivo ( Guiochon-Mantel et al., 1988, Meyer et al,
1990, Delabre et al, 1993) e in virro (Guiochon-Mantel et al, 1988, Al Ashry et al 1989,
Bailly ct al, 1990, Meyer ct al. 1990, Klei Hitpass ct al 1991, Allan et al, 1992, Sartorius et
al, 1993)

Los estudios de Meyer y cols. (1990) proponen que el RU486 no tiene la capacidad de activar
la funcidn transactivadora 2 (TAF2) que se encuentra localizada en la region de union a la
hormona. Los efcctos agonistas parciales reportados para el RU486 dependen de la funcidn de
transactivacion del dominio terminal TAF1. También se ha descrito una funcién de represién
dentro del dominio de union a la hormona (Picard et al., 1988, Hollerbery y Evans., 1988,
Spanjaard et al.,, 1993). Otros estudios, por el contrario, no han demostrado este efecto
antiprogestacional del RU486, efecto que se ha explicado por el cambio en la posicién de la
glicina 575 por una cisteina, por lo que resulta en una incapacidad del RU486 para unirse
(Benhamou ¢t al., 1992). La sustitucidon de esta cisteina por una glicina (y no por otro
aminoacido) produce un receptor que se une al RU486, cuya actividad sc encuentra inhibida.
En el caso de) RP humano, se ha demostrado que los ultimos residuos de la region C-terminal,
se necesitan para que este RP se una a la progesterona, mientras que los antagonistas (RU486,

ORG31806, ORG31376) sc unen a un sitio localizado en la region mas cercana al N-terminal
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del dominio de unién a la hormona (Vegeto et al,, 1992). Para estudiar su mecanismo de
accion, varios cientos de dichas progestinas se han sintetizado, pero a la fecha, solo una, el
mifepristone (RU 486), se ha estudiado ampliamente tanto en animales de laboratorio como en
el humano (Garfield y Baulieu 1987). muchos estudios realizados con el RU-486 han sido
enfocados para profundizar en el mecanismo de accién a nivel molecular de las progestinas,

asi como sus efectos a nivel fisioldgico.

3.11 LA UTEROGLOBINA COMO MARCADOR DE ACCION PROGESTACIONAL.

La uteroglobina (UTG) es una proteina globular de secrecion, de bajo peso molecular que se
sintetiza y secreta en el endgmetrio de la coneja, cuyo eventos estan regulados por la Py
(Bullock y Willen 1974, Daniel 1976). Los primeros hallazgos de la UTG se hicieron en la
coneja gestante, donde la UTG representa mas del 40 % de las proteinas totales del fluido
uterino durante e! embarazo temprano. Su peso molecular es de 14 kDa, y es secretada,
principalmente, durante los primeros dias de la gestacion, alcanzando sus niveles maximos en

¢l quinto dia (Krishnan RS y Daniel JC; 1967).

Se ha demostrado que tanto el E; como la P4 administrados solos, tienen efectos importantes
sobre la sintesis de UTG, tanto a nivel de la transcripeion como de la traduccion; de tal forma
que el contenido de UTG y de sus RNAm sc eleva en ¢l dtero, después del tratamiento con
estrogenos y Py (Shen et al,, 1983). Estas hormonas inducen, a través de sus receptores
intracelulares, la expresion del gen de la UG, interactuando con los elementos dc respucsta
hormonal localizados en la regidn promotora 5 'del gen (Copez ct al,, 1985, Bailly et al., 1986,
Siatur et al., 1990).

La expresién del gen de UTG se ha utilizado ampliamente como modelo para evaluar la
actividad progestacional de diversos compuestos, asi como también se ha utilizado para
estudiar los efectos de varias antihormonas (Savouret y Milgrom 1983, Cerbén et al., 1990,

Cerbon ct al., 1992, Gutierrez-Sagal et al., 1993, Pasapera et al., 1995). Sc ha demostrado que
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el RU-486 bloquea completamente la activacién transcripcional inducida por Py y que el

tamoxifen inhibe la estimulacién inducida por 1a administracién de dosis bajas de estradiol.

Utilizando este modelo de la UTG, Cerbén y cols. (1990) han realizado varios trabajos para
estudiar los efectos de progestinas sintéticas derivadas de la 19-Nortestosterona. Utilizaron
conejas prepuberes, las cuales se trataron con NET y sus derivados, y se demostré que la
interaccién de la NET con el RP resulta en un efecto biologico de tipo agonista en términos de
sintesis de UTG y de ARNm y que, sin embargo el metabolito 5a DHNET, aun cuando
presenta propiedades de unién al RP el efecto biolégico resultante de esta interaccion no fue de
tipo agonista (Cerbon et al., 1990).

Estos resultados dieron pauta a otra serie de cstudios para evaluar los posibles efectos
antagonistas que podrian presentar los derivados de NET, tanto ¢n la coneja prepuber como en
la concja gestante. Estos estudjos se realizaron administrando de manera simultinea los
metabolitos de NET con progesterona, en la coneja preptiber y NET y sus metabolitos, en la
coneja gestante, utilizando como control de actividad antiprogestacional la antiprogestina RU
486 (Pasapcra et al, 1995, Castro et al., 1995). Los parametros cvaluados en estos estudios
fueron la sintesis de la UTG y su ARNm, la regulacién a la baja del RP, asi como la inhibiciéon

de la implantaci6n en la coneja gestante.

Los resultados derivados de estos estudios indicaron que el metabolito Sa reducido de NET
administrado solo, exhibe una actividad progestacional débil , y que cuando éste es
administrado en forma simultanea con progesterona es capaz de inhibir el efecto agonista de la
progesterona de una manera dual y dosis dependiente, exhibiendo efectos antagonistas tipicos

similares a aquellos que presenta el RU486 (Pasapera et al., 1995).
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3.12 GENES REPORTEROS.

La habilidad para examinar la actividad transcripcional de secuencias gendémicas clonadas,
después de la introduccion de estos elementos dentro de células apropiadas, ha enriquecido
sustancialmente nuestro entendimiento en la regulacién de la transcripcion de genes de
mamiferos. Estos estudios se han simplificado por el desarrolio de genes vectores reporteros.

La estrategia basica para analizar las propiedades transcripcionales de elementos de DNA,

usando genes reporteros es como sigue:

Para probar los elementos promotores o reguladores funcionales, cl DNA de interés se inserta
delante de la regidon 5° codificante del gen reportero, para generar un gen quimérico en que el
elemento regulador que controla la expresién del gen reportero. De igual forma, para probar
los elementos funcionales enhancer, que por definicién pueden aumentar la transcripcion
cuando se colocan en la posicion 5° o 37 de un gen, y en cada orientacion relativa para el
promotor, el DNA a probar puede ser inscrtado en la posicion 5” o 37 del gen reportero que ya
posee un promotor. Esta fusion de genes es introducida subsecuentemente, por una variedad de

técnicas, a células en cultivo o a células de animales completos (Alam y Cook 1990).

Existen 2 tipos de transfecciones que se utilizan rutinariamente para introducir el DNA a
células de mamiferos. En el primer tipo se puede evaluar la transcripcidn o expresién de un
gen transfectado en un periodo no mayor de 4 dias, después de la introduccion del DNA. Este
proceso por lo general requiere dec cosechar las células y evaluar la actividad de) gen

transfectado, y por lo tanto a este tipo de transfeccion se le llama TRANSITORIA.
El segundo tipo requiere de fa obtencién de lincas celulares que contengan un gen o genes, los

cuales estén integrados en ¢l DNA cromosdmico y, asi, utilizando marcadores selectivos se

pucde producir una linea sclectivamente estable o permanente.
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Para transfectar o introducir DNA en células de mamiferos existen 3 técnicas:

1) Transfeccion mediante el uso de calcio y fosfato.
2) Transfeccion mediante cl uso de dextran.

3) Por electroporacién.

Los primeros dos procedimientos producen un ambiente quimico que provoca que el DNA se
adhiera a la superficie celular. El DNA es posteriormente endocitado por mecanismos que atn
no han sido estudiados. La electroporacién utiliza un campo elécetrico para abrir los poros de la
superficie celular, a través de los cuales el DNA difunde. Tanto el método de electroporacion,
como el de calcio-fosfato son muy eficientes; sin embargo, la ¢lectroporacion se recomienda
mas para células cultivadas en suspension, mientras que el calcio-fosfato para células
adherentes. Posterior a la transfeccion, es después estimada la capacidad transcripcional del
DNA de interés cuantitativamente, mediante la valoracion de la actividad in vitro del producto
del gen reportero, ya sca en ¢l medio de cultivo, o en extractos cclulares o, se determina
cualitativamente, por coloraciéon histoquimica de células intactas. Aunque la actividad o
cantidad del producto del gen reportero es una medida indirecta de las propiedades
transcripcionales del DNA de interés, generalmente la actividad del gen reportero es

directamente proporcional a la actividad transcripcional (Alam y Cook 1990).

En general. los genes que conforman los vectores reporteros comparten ciertas propiedades
(Fig. 7). Algunas veces tienen secuencias de pBR322 o pUC. Usualmente poseen un origen de
duplicacién procariontica pMBI1 y un gen de resistencia a algin antibidtico (B-lactamasa que
conficre resistencia a la ampicilina). Este hecho permite la propagacion y seleccion del vector
en Escherichia coli, Ademis, estos vectores poseen una seiial de poliadenilacion [poli (A)]
eucariéntica y un intrén, intrinseco para ¢l gen reportero o derivado de una fuente heterdloga.
La presencia de un intrén es nccesarin para la produccion eficiente de algunos RNAs
citoplasmaticos maduros. Por lo tanto, algunas veces se incluyen los intrones cn los vectores

de expresion. (Alam y Cook 1990).
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Figura 7. Hustracién de un vector reportero tipico. Representa ¢l origen procaridéntico de la

duplicacion y ¢l gen de resistencia a antibioticos. La flecha indica la direccion de transcripcion det gen

reportero.

3.12.1 CLORANFENICOL ACETIL TRANSFERASA.

El gen reportero méis popular y més ampliamente usado es el que codifica para la enzima

cloranfenicol acetil transferasa (CAT) de E. coli. Consistente con las propiedades deseadas de

un gen reportero, el gen CAT no es endégeno para células eucariontes, la enzima puede ser

facilmente analizada y su actividad es detectable a niveles bajos.

La CAT cataliza la transferencia de grupos acetil de acetil-coenzima A (acetil-CoA) a

cloranfenicol. La acetilacion catalizada por CAT ocurre sélo en la posicion 3-hidroxi:

cloranfenicol + acetil-CoA — 3-acetilcloranfenicol + CoA.
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La generacién del producto 1-acetil ocurre por rearreglo no enzimatico:

3-acetilcloranfenicol = 1-acetilcloranfenicol
Este cambio libera la posicién 3-hidroxi, una vez mis, asi que el compuesto es acetilado para
formar 1,3 diacetil:

l-acetilcloranfenicol + acetil-CoA = 1,3-diacetilcloranfenicol + CoA.

Puesto que las formas acetiladas y no acetiladas poseen diferente solubilidad en solventes
orgénicos, se puede separar por cromatografia en capa fina (CCF). Desde luego, este es un
método popular para medir la actividad CAT. El ["*C] Cloranfenicol radiomarcado se incuba
con acelil-CoA y el extracto de células transfectadas. El cloranfenicol y sus formas acetiladas
son después separadas por CCF y posteriormente se lleva a cabo la autoradiografia. Las formas
acetiladas se pueden cuantificar por densitometria, por conteo de centelleo liquido de las

formas acetiladas. (Gorman 1985)

El uso de este tipo de vectores quiméricos se ha utilizado recientemente con gran éxito, para el
estudio. a nivel molecular, de promotores hormono-regulados (Pothier et al,, 1992), ya que a
través de sistemas de transfeccion de estos genes CAT, en células en cultivo, podemos ¢valuar
la actividad transcripcional del gen reportero, cuya regulacion se cncuentra bajo influencia
hormonal, con las ventajas que en las células cucariontes no se presenta actividad CAT

enddgena que pudier interferir con las respuestas.
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JUSTIFICACION




Los estudios enfocados en el mecanismo de accién de las hormonas esteroides han sido de
gran importancia en el disefio de nuevas moléculas esteroidales con capacidad anticonceptiva
y/o contraceptiva. Debido al papel crucial que juega Ja progesterona en la funcién
reproductiva, el disefio o descubrimiento de antagonistas de la molécula (antiprogestinas), los
cuales actian a través del bloqueo de los receptores celulares a la hormona, en los érganos
blanco, tienen un papel importantisimo, no sélo en la regulacion de la fertilidad y terapia
clinica, sino también en el estudio del mecanismo de accion, tanto de agonistas como de
antagonistas de la accion de la progesterona. En este sentido, el estudio molecular de los
efectos hormonales de diversas progestinas con actividad hormonal y/o antihormonal,
contribuird no sélo al entendimiento de su mecanismo de accion, sino también al disefio de
nuevos firmacos potencialmente utilizables en la creacién de nuevos métodos anticonceptivos,
asi como en el tratamiento de ciertas patologias, como algunos tipos de cancer hormono-

dependientes, la endometriosis y tumores como los meningiomas, miomas uterinos, etc.
La obtenciéon de un modelo in vitro que nos permita evaluar, a nivel molecular, la actividad

hormonal, permitird determinar los efectos progestacionales y antiprogestacionales de las

moléculas de NET, LNG y sus metabolitos reducidos.
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OBJETIVOS




5.1 OBJETIVOS GENERALES

e Obtener un maodelo in vitro que nos permita la evaluacion, a nivel transcripcional, de la
actividad progestacional de diferentes esteroides sintéticos como NET, LNG y sus
metabolitos reducidos en el anitlo A.

o Determinar los efectos progestacionales de NET, LNG y sus metabolitos reducidos en el
anillo A, a través del ensayo de actividad CAT, en células transfectadas.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Preparar los vectores quiméricos CAT, que portan en su secuencia los elementos de
respuesta hormonal a progesterona, unidos al ¢cDNA gque codifica para la enzima
Cloranfenicol Acetil Transferasa, CAT.

2. Cotransfetar los vectores CAT y de expresion de los RP en la linea celular CV-1.
3. Evaluar la actividad progestacional y/o antiprogestacional de las progestinas sintéticas
NET, LNG y de sus metabolitos reducidos en el anillo A, mediante la evaluacion de la

actividad CAT presente en los extractos totales de las células transfectadas.

4. Determinar la actividad antiprogestacional de los metabolitos reducidos de NET cuando
éstos son administrados de manera simultanea con el agonista R5020.
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HIPOTESIS




e Las progestinas derivadas de la 19-Nortestosterona como la NET, el LNG asi como sus
metabolitos reducidos en el anillo A, han demostrado que ejercen miltiples efectos
hormonales y/o antihormonales a través de los receptores intracelulares a hormonas
esteroides. Sin embargo, los mecanismos moleculares a través de los cuales se lleva a cabo
estos efectos son atn desconocidos. Con el propdsito de entender el mecanismo de accién
de estas progestinas y sus metabolitos para cjerce sus efectos progestacionales y/o
antiprogestacionales, en este trabajo proponemos generar un modelo molecular basado en el
uso de vectores reporteros que portan cn su secuencia elementos de respuesta a
progesterona unidos al gen CAT, que cotransfectados junto con el receptor de progesterona
nos permitirdn estudiar el mecanismo de accién de estos esteroides, a nivel de la

transcripcion.
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7.1 CONSTRUCCIONES GENICAS

Para evaluar la actividad progestacional y/o antiprogestacional de progestinas sintéticas y

naturales se utilizaron las siguientes construcciones génicas:

PRE>TATA-CAT: Este plasmido posee una secuencia de 20 pares de bases con 2 secucncias
correspondientes al  elemento de repuesta hormonal para progesterona (PRE)
5'TGTACAGGATGTTCTAGCTAACTGTACA GGATGTTCTGGATCTGAGGTCCACTTCGC

unidos a la caja TATA y al cDNA (DNA complementario) que codifica para la cnzima
Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT). (Fig. 8 A, B)

La construccion del gen reportero PRE;-TATA-CAT se realizé utilizando el plasmido pEMBL
8+TK-CAT. La secuencia promotora de Timidina Cinasa (TK) [-105,-18] se cxtrajo con
enzimas de restriccion Bam H1/Bgl i1, Se inserts en el plasmido un oligonucledtido sintético,
el cual contiene sitios de restriccion para Bam 111/8gl 11, los dos elementos de respuesta para
progesterona y la caja TATA. Las secuencias de DNA que se utilizaron y que corresponden a
los elementos de respuesta antes mencionados, se sintetizaron artificialmente por medio de un

sintetizador de oligonucledtidos y purificados convencionalmente.

TATA-CAT: Este se construyé para wtilizarse como control del vector PRE2TATACAT, ya que
no contiene cn sus secuencias ningun clemento de regulacion hormonal, conticne la caja

TATA y el cDNA que codifica para la enzima CAT. (figura 8 A)
La construccion del vector TATA-CAT se obtuvo de una manera similar al vector PRE;-

TATA-CAT, pero éste no posee cn su secuencia los dos elementos de respuesta para

progesterona.
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PRE,-TATA*

—-\ ——IT
pEMBL8+ pEMBL8+

[ PRE, TATA-CAT VECTOR | [ TATA-CAT VECTOR |

B

3 TGTACAGGATGTTCTAGCTAAC TGTACA GGATGTICTGGATC TGAGGTCCACTTCGE

Figura 8. Representacién esquemiitica de los vectores reporteros CAT. A) Las construcciones de
los genes reportero PRE;-TATA-CAT y TATA-CAT se llevaron a cabo en el plismido pEMBL
8+TK-CAT. El vector TATA-CAT no posee en su sccuencia el PRE,; (derecha). B) Representacion
esquemndtica del vector PRE;-TATA-CAT y la secuencia completa del oligonucleétido sintético
insertado 5° del cDNA CAT. Las flechas indican la estructura palindromica de los elementos de

respuesta.
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PKSv rPR: Este vector de expresion codifica para el receptor de progesterona (RP) el cual fue
donado por el Profesor E. Milgrom (Laboratoire des Hormones et Reproduction, Bicétre,
Francia) y fue descrito por Guiochon-Mantel et al en 1988 (Fig. 9).

Dichos vectores se amplificaron y purificaron para evaluar los efectos

hormonales/antihormonales de varias progestinas.

ACTIVACION ACTIVACION
TRANSCRIPCIONAL TRANSCRIPCIONAL
FUNCIONES
l l NLS . '
I NLS
I =T 1—Ph
N | | 1 C
UNION
UNION A LA HORMONA
AL DNA
INTERACCION FUNCIONES
CON LOS HSPS
DIMERIZACION
Figura 9. Estructura esquemiitica y partes funci les del r T de progesterona. Las

funciones de los tres principales dominios funcionales del receptor de la progesterona (PR) son
idénticos. Estos tres dominios funcionales son ¢l dominio N-terminal, el dominio de unién al DNA y el
dominio de unién a la hormona. Conticne dos seiales de localizacién nuclear {NLS), la seial
constitutiva. La NLS esta dentro de! dominio de unién al DNA es activada por la hormona. HSPS:

proteina de choque térmico.

7.2 TRANSFORMACION BACTERIANA.

La transformacién es un método ampliamente usado, con el cual el DNA plasmidico de interés

es introducido a bacterias (generalmente Escherichia cali.).
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Para la transformacién de las células bacterianas con DNA plasmidico (circular); el cual
contiene un origen de duplicacién auténomo y un gen de resistencia a un antibiético, fuc
necesario que las bacterias crecieran logaritmicamente en un medio nutritivo, las bacterias se
hicieron permeables al DNA plasmidico, por un proceso de desequilibrio térmico a 42°C, de
tal forma que el DNA del plismido adicionado al medio, pudo pasar dentro de la bacteria. Las
bacterias que incorporaron el DNA del plasmido, fucron posteriormente seleccionadas con
base en su crecimiento en un medio de cultivo de seleccion en fase sélida, que contiene un

antibidtico especifico para el cual el plasmido introducido les confiere resistencia y en donde

crecen a pesar de esta sustancia.

Se realizaron transformaciones de la bacteria Escherichia coli cepa XL1-Blue con los

siguientes plasmidos:

a) PKSv rPR ( expresa el receptor de progesterona de conejo).

b) PRE; TATA CAT (dos palindromes del elemento de respuesta a progesterona en PRE
adelante de la caja TATA).

c) TATA CAT(vector control).

El método que se siguid para la transformacion bacteriana descrito a continuacion esta basado

en la técnica descrita por Hanaban en 1983.

1. Antes de comenzar la transformacion se prepard hielo seco en baiio de acetona, con el

objeto de transportar las células competentes antes y después de ser utilizadas para

congelarlas inmediatamente.

2. Las células competentes XL1-Blue (casa comercial Strata Gene) sc descongelaron sobre
hiclo, y se agitaron suavemente con la mano. Para la transformacién se tomaron 100 pl de

las células XL1-Blue y se depositaron en tubos para microcentrifuga cppendorf de 1.5 ml.
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. Se adicionaron 1.7 ul de B-mercaptoetanol, se agitaron suavemente y se mantuvieron en

hielo por 10 minutos.

. Se agrego el plasmido a una concentracion final de DNA de 10 ng, se agité suavemente y se

dejé reposar en hielo durante 30 minutos.

. Se colocé el tubo a 42°C por 45 segundos. Pasado el tiempo de incubacion se paséd

inmediatamente a hielo, por 2 minutos.

. Se afiadieron 900 pl de medio SOC, se agité suavemente y se incubd en un bafio a 37°C,

durante una hora con agitacién constante.

SIEMBRA.

En condiciones totalmente estériles se procedié a sembrar las bacterias transformadas.

Siembra Directa (diluida)

. Se agité suvavemente el tubo y se trans(iricron 100 pl en una caja petri con LB agar y

ampicilina (50 pg/pl).

. Con una asa bacterioldgica se esparcieron los 100 pl sobre la caja petri.

. Las cajas petri fueron invertidas y se incubaron en un horno a 37°C toda la noche

Siembra Concentrada

10.El contenido de los tubos del paso 6 se transfirio a otros tubos eppendorf, y se centrifugaron

a 3 000 r.p.m. por 3 minutos a 4°C.

11.Se tir6 el sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendié en 100 pl de medio SOC.

Se transfirié a una caja petri con LB agar y ampicilina (50 pg/ul).

12.Con una asa bacterioldgica se esparcieron los 100 pl sobre la caja petri.

13.Las cajas petri se invirlicron ¢ incubaron a 37°C toda la noche.

Fuc importante que todo el material y soluciones que se utilizaron se encontraran estériles y

que se trabajara en una drea o campo estéril.
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« Las cajas se etiquetaron, indicando el plasmido con que fueron transformadas las bacterias

XL1-Blue, fecha, tipo de siembra y concentracién de ampicilina.

Resiembra.

Con ¢l objeto de aislar las colonias, se seleccionaron 2 o 3 colonias que crecieron en el medio

con ampicilina y se resembraron como sigue:

1. En un campo estéril se tomé una colonia de cada placa y se¢ sembro en una caja petri con LB
agar y ampicilina (50 pg/ul).

2. Las cajas petri se invirtieron e incubaron en un horno a 37°C toda la noche

Cultivo de las bacterias transformadas en medio liquido.

De las bacterias transformadas se selecciond unas colonia y se¢ cultivo en 10 ml de medio LB

(pH 7.4) liquido con 50 pg/ml. de ampicilina.

1. En tubos que contenfan 10 ml. de LB estéril, se agregd la ampicilina y con una asa
bacteriolégica se sembré una colonia XL1-Blue de la caja de colonias previamente

reaisladas.

2. Se dejé creciendo toda la noche a 37°C con agitacién constante.

Congelacion de bacterias transformadas.
Los cultivos en medio liquido se congelaron con glicerol en una concentracién de 3 X 10'°

células/ml. a -20°C, para posteriormente ser utilizadas en la preparacion de DNA pldsmidico

con las técnicas de mini y maxi prep.
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7.3 PREPARACION, EXTRACCION Y PURIFICACION DEL DNA PLASMIDICO.

7.3.1 MINI PREPARACION DE LOS PLASMIDOS .

Para purificar y verificar la integridad de los plismidos introducidos en los cultivos
bacterianos, se utilizd el método de Mini prep, el cual ofrece DNA plasmidico altamente puro.
En esencia, las bacterias transformadas se incubaron en medio liquido y cuando el cultivo se
encontrd en su fase logaritmica de crecimiento, las bacterias se recuperaron por centrifugacion
y se trataron con lisosima y detergente ionico (SDS alcalino) para la recuperacion del DNA
plasmidico; posteriormente, este DNA se lavé con fenol/cloroformo y precipitado con etanol

(29 y manua) de Notesof Promega )

Esta técnica de mini prep se llevé a cabo utilizando el método descrito en Notesof Promega:

1. Las bacterias transformadas se inocularon en 25 ml. de LB + 50 pg/ml de ampicilina. Se
cultivaron toda la noche a 37°C con agitacién vigorosa y aircacién suficiente. Al dia

siguiente, el cultivo bacteriano se centrifugd a 4 000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

2. Se deseché el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 5 ml. de NaCl 10 mM, sc

centrifugd a 4 000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

3. El precipitado se resuspendid en 600 pl de la solucidn de lisis bacteriana y se incubé en

hielo por 20 minutos.

4. Se adicioné 1.2 ml. de SDS-alcalino. y se mezclé suavemente, para posteriormente

incubarlo en hiclo por 10 minutos.

5. Se agregaron 750 ul de acetato de sodio 3 M pH 4.8, y se mezcld suavemente, para |

incubarse en hiclo durante 20 minutos.

6. Pasado el tiempo de incubacion se centrifugé a 12 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. y se

colectd el sobrenadante.
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7. Se adicionaron 25 pl de RNAsa A y se incubo en baflo Maria 30 minutos a 37°C.

8. Para que ¢l DNA quede libre de proteinas, el DNA se lavd con 2 volumenes iguales de
fenol/cloroformo. Para separar la fase acuosa y la fase orgdnica, se centrifugé a 4 000 r.p.m.
durante 5 minutos a 4°C. Entre la fase organica (se encuentra abajo y es de color amarillo
por el fenol) y la acuosa (la de arriba y es transparente) quedd una capa blanca, la cual
contiene principalmente proteinas y RNA. La fase orginica y la capa de proteinas se

desechd utilizando sélo la acuosa (fase donde se encuentra el DNA).

9. Los dcidos nucléicos se precipitaron con dos volamenes iguales de etano absecluto frio, se
mezcld y se dejo toda la noche a -20°C. Se colecté el precipitado por centrifugacion a 14

000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.

10.Se quito el sobrenadante y se lavo el precipitado con 1 ml de etanol al 70 %. Se centrifugd a
14 000 r.p.m, por 10 minutos a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se sec6 al vacio el
precipitado.

11.Se disolvié el precipitado en 160 pl de agua estéril y se transfirio a tubos eppendorf de 1.5
ml.

12.Se adicionaron 40 pl de NaCl 4 M, y se mezclé.
13.Se adicionaron 200 pl de PEG 13%, se mezcld y se dejé en hielo por 1 hora

14.Se colecté el DNA por centrifupacion a 14 000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C. En este paso e}

DNA no es visible debido a que se encuentra completamente puro.

15.Se lavé el precipitado con 500l de etanol al 70 % y se centrifugd a 14 000 r.p.m. durante

10 minutos. Se retird el sobrenadante y se seco al vacio ¢l precipitado.

16.El precipitado se resuspendié en 50 pl de TE pH 7.4 y para conocer la concentracion de
DNA obtenida se ley6 la absorbencia a 260 nm. Se determiné su concentracion lunidad de
A.a 260 nm = 50 ng/ml de DNA. Para determinar la ausencia se proteina se verificé que la

relacion de las lecturas a 260/280 nm no fuera mayora 1.8

17. Para verificar su purcza y calidad del DNA, se corrio en un gel de agarosa.
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7.3.2 MAXI PREPARACION DE LOS PLASMIDOS.

Esta técnica se ultilizé para la amplificacion de las bacterias transformadas y la puriticacién del
DNA plasmidico. Se utilizaron columnas de QIAGEN TIP 500 siguiendo el protocolo descrito
por la casa comercial QIAGEN, obteniéndose un rendimiento aproximado de 500 pg por 100

ml de incubacién bacteriana en medio TBE.

El procedimicnto consistié en dejar libre de proteinas, DNA bacteriano y RNA el DNA
plasmidico. Solo el DNA plasmidico se adhirié a las columnas QIAGEN. Posteriormente se
recuperd el DNA de la columna, se purificé y precipitd, obteniendo asi un DNA altamente

puro.

PROCEDIMVIENTO.

1. Se inocularon 200 ul de bacterias transformadas en 100 ml de TB (Terrific Broth Medium).
+ 50 ng/ ml ampicilina. Se utilizé medio TB ya que se ha reportado (Tartof y Hobbs 1987)
que el uso de este medio (Terrific Broth Medium) da como resultado un incremento de

cuatro a seis veces en la produccion de un plasmido (29).
2. Se incubaron a 37 °C con agitacién constante y ventilacion suficiente durante 24 horas.

3. Para precipitar las bacterias, se centrifugé el cultivo a 1 500 r.p.m. por 5 minutos a 4°C, Se

desechd el sobrenadante riapidamente..

4. Se resuspendi6 el precipitado bacteriano en 10 m! de solucién amortiguadora Py + RNAsa y

se pasé a otro tubo.

5. A la suspencion se le adicionaron 10 mi de Solucion amortiguadora P2, se mezcléd
suavemente, por inversion del tubo, de 4 a 6 veces (no se mezcld fuerte porque se puede

romper ¢l DNA gendémico) y se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos.

62




(=2

~

Nota:

La solucién amortiguadora P, debe verificarse que no este precipitado, ya que el SDS suele
precipitarse a bajas temperaturas. El lisado debe tener una apariencia viscosa y la lisis no

debe durar mas de S minutos.

. Se adicionaron 10 ml de solucién amortiguadora P3 frio y se mezcld suavemente, por

inversién del tubo, de 5-6 veces, se incubd en hielo por 20 minutos. Se mezcld suavemente
la solucién varias veces, inmediatamente después de adicionar la solucién amortiguadora
P3. Después de la adicion de esta solucién amortiguadora, la solucién se volvid turbia,

viscosa y con grumos.

. Se centrifugé a 15 000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C y se retiré el sobrenadante. Antes de

meter {os tubos a la centrifuga, las muestras se mezclaron una vez mas.
Nota:

Es muy importante que después de la centrifugacién, el sobrenadante sea claro y sin

grumos, para poderlo pasar a otros tubos.

. Se montd la columna QIAGEN 500 y se equilibré adicionindole 10 ml. de solucién

amortiguadora QBT. La solucién amortiguadora se dejé eluir por gravedad.

Nota: Este paso es importante que se realice en el tiempo libre de los pasos anteriores, para
que cuando se tenga el sobrenadante se vierta inmediatamente a la columna.

A la columna previamente equilibrada se le adicioné el sobrenadante del paso 7 y se
permitié que eluycra por gravedad. En este paso ¢l DNA sc adhiere a la columna. El

sobrenadante se debe depositar rapidamente en la columna para que no se vuelva turbio.

RECUPERACION DEL PLASMIDO.

10.Se lavé la columna de QIAGEN 2 veces con 30 ml. de solucién amortiguadora QC.

11.Para separar el DNA de¢ la columna se adicionaron 15 ml. de solucién amortiguadora QF,

los cuales se colectaron y se aiiadieron 900 pl de medio SOC.
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12.Se precipitdé el DNA con 0.7 volimenes de isopropanol, previamentc cquilibrado a

temperatura ambiente. Se centrifugé inmediatamente a 9 500 r.p.m. por 30 minutos a 4°C.

13.Sc lavo el DNA con 15 mi. de etanol al 70% frio, se dej6 caer por las paredes sin remover y
se centrifugd 15 minutos a 12 000 rpm.

14.Se retiré el etanol y se dejo evaporar al vacio por 10 minutos.

15.Se resuspendio el precipitado en 400 pl de TE pH 7.4 y se agregd la décima parte del
volumen de acetato de Na 3M (40ul) + 1 ml. de etano! absoluto frio, se agitd y se dejo
precipitar toda la noche a -20°C.

16.Se centrifugéd en una microcentrifuga a 14 000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C.

17.Se tiro el sobrenadante y al DNA se le agregaron 200 pl de etanol al 70 %, sin resuspender,
se centrifugd a 14 000 r.p.m. por 15 minutos.

18.Se tird el sobrenadante y el etanol restante se evapord por 10 minutos al vacio.
19.El DNA precipitado se resuspendio en 50 pl de TE pH 7.4.

20.Para conocer la concentracion de DNA obtenida, se ley6 la absorbencia a 260 nm y 280 nm.
Se determind su concentracién. lunidad de A. a 260 am = 50 pg/m! de DNA. Para
determinar la ausencia se proteina se verificéd que la relacion de las lecturas a 260/280 nm

no fuera mayor a 1.8.

21.Para verificar su pureza y calidad del DNA, se corrio en un ge! de agarosa.

7.3.3 VERIFICACION DE LOS PLASMIDOS DEL MIN! Y MAXI PREP. POR ELECTROFORESIS EN GELES
HORIZONTALES DE AGAROSA.

La electroforesis en geles de agarosa es ¢l método mas ampliamente utilizado para separar,
identificar y purificar frapmentos de DNA. Esta técnica permite separar mezclas de fragmentos
de DNA que no pueden separarce adecuadamente por otras técnicas de fraccionamiento, tales

como los gradientes de densidad. Ademids de que la localizacion de bandas de DNA se
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determina dentro del mismo gel con el colorante fluorescente bromuro de etidio. Con esta
técnica se pueden detectar cantidades tan pequeiias como 1 ng de DNA por observacién directa
del gel radiado con ultravioleta.

La electroforesis de DNA se hizo en geles de agarosa al 1%, en solucién amortiguadora de
corrida TBE al 0.5X.

PREPARACION DEL GEL AL 1 % DE AGAROSA (50 ML. DE GEL).

1. Se pesaron 0.5 gr. de agarosa y se agregaron 50 ml. de TBE 0.5 X, se disolvié la agarosa

calentando durante 2 minutos en un horno de microondas.

2. Para conocer la cantidad de agua evaporada, se peso la agarosa disuclta en el TBE antes de

calentar en el horno de microondas y se pesé después de calentar, agregando ¢l agua

; faltante. (se dejé enfriar teniendo cuidado de que no solidificara).

t
3
H
{
{

3. Para la localizacién de bandas de DNA dentro del gel se agrego el colorante fluorescente -

bromuro de etidio 0.5 pg/ml.

4. Se verti6 en la camara de electroforesis y se quitaron las burbujas.

5. Se dejé solidificar y se corrié en 250 ml de solucion amortiguadora de corrida (TBE 0.5 X).

PREPARACION DEL DNA E INDICADORES DE PESO MOLECULAR PARA CORRERLO EN
EL GEL DE AGAROSA.

1. Para la determinacion de la integridad del plasmido purificado se colocaron cn tubos
; eppendorf 0.5-1 pg de plasmido, 2 pl de amortiguador de carga 6X y se completd el
t

: volumen a 10 p! con TE pH 7.4 .

2. Se utiliz6 como marcador de peso molecular ¢l fago A digerido con Hind IIl. Se mezclo 1

ug de A con 1 pl de amortiguador de carga 6X y se completd ¢l volumen a 10 pl con TE pH
7.4.
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. Se colocaron las muestras en los carriles del gel de agarosa al 1 % en TBE 0.5X.

. La migracion de las muestras se hizo a 90 Volts durante 1 hora con solucion amortiguadora

TBE 0.5 X.

. Las bandas de los plasmidos se observaron con radiacién UV en un transiluminador y se

fotografio el gel.

7.4 VERIFICACION DE LOS PLASMIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION,

Para la verificacién de los plasmidos obtenidos se procedio a la digestion del plasmido con las

enzimas de restriccién, respectivas a los mapas de restriccion de cada plasmido.

Las enzimas utilizadas fueron Pst I y Pvu 1. las cuales cortan especificamente en las siguientes

secuencias 5° CTGCAALG3  y 5°"CAGICTG3’ respectivamente .

. En un tubo eppendorf se colocaron de 1-2 pg de plasmido. 5 ul de solucién amortiguadora

10 X y se completo el volumen a 30 pl con agua estéril.

. Se colocaron 10 Y/, de la enzima correspondiente para cl plasmido. La enzima se coloco al

final de todos los reactivos, debido a que sc debe mantener ¢l menor tiempo posible fuera

del hiclo, para evitar que se degrade o inactive.

. Se agité suavemente para homogenizar los reactivos y se incubd la reaccion en un bafio a

37°C durante 1 hora.

. Para inactivar la enzima se colocé el eppendorf en un bafio a 70°C durante 10 minutos.

. Para los plismidos que requirieron doble digestion enzimitica se procedid a colocar la

segunda enzima y se incubd nuevamente a 37°C durante | hora. y posteriormente se

inactivé la enzima por calentamiento a 70°C.

. El nimero de fragmentos y tamaiios de los mismos se compararon con las mapas de

restriccion correspondientes a cada una de las construcciones.
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7.5 CULTIVO CELULAR.

Para evaluar la actividad progestacional y/o antiprogestacional de las progestinas sintéticas se
utilizé como modelo celular la linea CV-1 derivada de rifién de mono . Esta linea celular no
posee receptores a esteroides, por lo cual fue adecuada para permitir inicamente la expresion

de un sélo receptor hormonal y los genes reporteros.
PROCEDIMIENTO.

1. Las células CV-1 se cultivaron a 37°C en medio DMEM complementado con suero de
ternera fetal al 10%, 2 mM L-Glutamina, 0.1 U/ml insulina, 100 w/m! penicilina en una
atmésfera hiimeda con 5 % de CO, y 95 % de aire.

2. Cuando las células se encontraron al 70% de confluencia, se les retiré el medio y se lavaron
con 5 ml. PBS pH 4.

3. Las células crecieron en monocapa adheridas a la caja de cultivo, para separarlas se utilizo

1.5 ml de una solucién de tripsina al 0.025 M.

4. Se adicionaron 1.5 ml. de inhibidor de tripsina y se centrifugé a 800 rpm. 3 minutos a

temperatura ambiente

5. El sobrenadante se desechd y las células se resuspendieron en 10 ml de medio DMEM
complementado con suero de ternero fetal 10%, 2 mM L-Glutamina, 0.1 U/ml insulina, 100

w/ml penicilina en una atmésfera de himeda con 5§ % de CO2 y 95 % de aire.
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7.6 TRANSFECCIONES.

Calcio-Fosfato, DEAE-dextran, lipofeccién y electroporacién son los métodos mds populares
por los cuales el DNA es introducido (transfectado) a la célula. Existen dos tipos de
transfeccién: La transfeccion transitoria y la transfeccion estable o permanente. Cuando el
DNA introducido en células de cultivo no necesariamente se integra primeramente en la
cromatina celular para ser expresado, estos ensayos son referidos como transfeccion
transitoria. La transfeccion estable o permanente, forma lineas celulares que contienen un gen
o genes que se integran al DNA cromosdémico, estas células y sus clones resultantes se aislan
bajo presion selectiva, por algiin gen de resistencia a algan antibiotico puede estar presente en
el plasmido introducido (que también posee el gen de estudio) o puede ser cotransfectado con
un segundo plasmido. Las técnicas de electroporacion, y lipofeccidn se usan para generar
transformantes estables. Los métodos de coprecipitacion con calcio-fosfato, DEAE-dextran
son utilizados para transfecciones transitorias (Frederick et al., 1987. Sambook et al.,, 1989,

Alam y Cook 1990).

El método que se utilizé para la transfeccion de la linea celular CV-] se basd en la
coprecipitacion con calcio-fosfato. La transfeccion del DNA a las células eucaridnticas
produce un precipitado de CaPQOs" y DNA el cual se forma al mezclar lentamente una solucién
salina (solucién amortignadora-HEPES) que contiene CaCl,. Este precipitado se adhiere a la
superticie de las células y es visible al microscopio un dia después de la transfeccion. La
transfeccion del DNA a las células cucaridnticas, por este método, produce un ambiente que
resulta en aumentar la interaccion del DNA con la superficie de [a célula, el DNA después es

cndocitado por alguna via no caracterizada. (figura 10)
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VECTYOR DE EXPRESION No.1

VECTOR DE EXPRESION No.2

GEN REPORTERO GEN TRANSACTIVADOR
P
HRE ROMOTOR
GEN REPORTER!
(CEAT)R R~ o cDNA CODIFICA PARA

(CLORANFENICOL RC.ESTEROIDE

; 3-ACETIL CLORANFENICOL
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I: HRE PROMOTOR

: LO! FENICOL
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RC. H. ESTEROIDE
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H R
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£

+ RECEPTOR

HORMONA ESTERCIDE

Figura 10. Las células CV-! sc transfectaran por ef método de precipitacidén calcio-fostato. Las
células fueron cotransfectadas con el vector de expresion que codifica para cl receptor de progesterona
y los vectores de expresion PRE;-TATA-CAT o TATA-CAT (vector control). Después de la

transfeccidn, las células se procesaron para medir la actividad CAT.

PROCEDIMIENTO,

1. Las células se incubaron en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, 2
mM de L-glutamina, 0.1 U/ml de insulina, 100U/ml. de penicilina a 37°C, en una atmoésfera

de CO; al 5%

2. Antes de la transfeccidn, las células se sembraron (200 000-400 000) cn cajas de petri de 60

X 15 mm. por 24 horas a 37°C
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. Cuatro horas antes de la transfeccidn, las cé¢lulas se lavaron con PBS pH 7.4 y se incubaron
en medio DMEM sin rojo fenol, que contiene suero tratado con carbdn dextran para que el

medio se encuentre libre de esteoides.

4. Debido a que las células de la linea celular CV-1 no poseen receptores de esteroides, se
contransfectaron con 2 pg del vector de expresién que codifica para RP, junto con el vector
reportero correspondiente. Los vectores reporteros que contienen los elementos de respuesta
a progesterona (PRE2TATA-CAT) o el vector contro! TATA-CAT se adicionaron en
cantidades de 5a 10 ug.

5. El DNA total transfectado fue de 20 pg por caja, el cual se alcanzé utilizando DNA de

esperma de salmon como acarreador.
6. La transfecciodn se llevo a cabo con 250 pl de CaCly, en agitacion constante moderada
7. Se adicionaron 500 pl de HBS 2X, gota a gota, en agitacion constante moderada.
8. El volumen final de la transfeccion se aforé a 2 ml con agua estéril y filtrada.

9. Se adicioné | ml. de esta solucién, gota a gota al rededor de la cajas de cultivo que

contenian las células CV-1 (2060 000-400 000 cel.).
10.Las células se cultivaron a 37°C en una atmdsfera hiimeda con 5 % de CO2 y 95 % de aire.

1 1. Veinticuatro horas después de la transfeccion, las cajas se lavaron con PBS, se cambi6 el

medio y se agregaron las progestinas a evaluar.

7.6.1 TRATAMIENTOS HORMONALES.

1. Las células trasfectadas se trataron con diferentes dosis de los esteroides sintéticos (R5020,
NET, 5a-NET, 3B,5-NET, LNG, RU486) en dosis 100 nanomolar ([0'7M) y 10 nanomolar
(103 M.

2. Los esteroides se adicionaron en etanol, a una concentracion no mayor de 0.001% y las

células se incubaron de 24 a 48 horas, cn presencia de los esteroides.
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2. Los esteroides se adicionaron en etanol, a una concentracion no mayor de 0.001% y las

células se incubaron de 24 a 48 horas, en presencia de los esteroides.

7.6.2 ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE CLORANFENICOL ACETIL TRANSFERASA (CAT).

Este sistema reportero es ampliamente utilizado, el cual usa la actividad de cloranfenicol acetil
transferasa, como una medida del nivel de expresion de un gen transfectado (Frederick et al.,
1987). Esta enzima bacteriana cataliza la transferencia del grupo acetilo de acetil coenzima A
al cloranfenicol, para lo cual se utiliza como sustrato de la enzima, el cloranfenicol marcado
con carbono 14, En el ensayo, las células transfectadas se colectaron y lisaron por 3 ciclos de
congelaciéon y descongelacion. Después se obtuvo el extracto celular total mediante
centrifugacion. Posteriormente, 150 pl del extracto se incubaron en presencia de acetil
coenzima A y cloranfenicol marcado radiactivamente. Se obtuvo el cloranfenicol mediante una
extraccién con un selvente orgdnico y se separaron las formas acetiladas y no acetiladas del

cloranfenicol por métodos cromatograficos y se evaluaron por autoradiografia. (Figura 10)

PROCEDIMIENTO.

. Posterior al tratamiento hormonal, las células se recuperaron en solucidén amortiguadora A
(15 nM , tris-HCI, pH 8.00, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, | mM ditiotreitol (DTT), 2 mM
EDTA) y sc obtuvieron los extractos totales para medir la actividad de CAT.

2. Las células se recuperaron con un gendarme de plastico, raspando varias veces Ia caja de
cultivo celular utilizando 250 pl de la solucion amortiguadora A, Este proceso se realizé

sobre hielo.

3. El precipitado se colocd en tubos para microcentrifuga y se centrifugé a 14 000 rpm durante

3 minutos a 4°C, para obtener un precipitado de células y descartar el sobrenadante.

4. Se resuspendieron Jas células en 300 pl de solucion amortiguadora A.
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5. Posteriormente, se obtuvieron los extractos totales a través de procesos de congelacién

(Nitrégeno liquido) y descongelacidn (37°C), por 3 ciclos

6. Las células lisadas se centrifugaron por 5 minutos a 14 000 rpm a 4°C, se recuperd el
sobrenadante (extracto total) y se midi6 la concentracién de proteina en cada uno de los
extractos, utilizando el método de Bradfordt (reactivos de Bio-Rad).

7. La evaluacién de la actividad de CAT se hizo de acuerdo con el método de Pothier. Los
extractos totales (100pg) se incubaron en solucion amortiguadora A con 5 pl de
Cloranfenicol marcado con carbono 14 [Actividad Especifica (A. E.) 53.1 mCi/mmol}, 20
pl de Acetil CoA 4 mM,, en un volumen total de 150 pl, por una horaa 37°C.

8. Posteriormente, se agregaron a las incubaciones 700 pl de acetato de etilo y se agitaron.

9. Se centrifugo a 14 000 rpm por 3 minutos a 4°C para recuperar la fase organica donde se
encuentra el cloranfenicol marcado.

10.Se evaporo el acetato de ctilo en un concentrador de muestras (Speed Vac)

11.El cloranfenicol se recuperd agregando 30 pl de acetato de etilo.

7.6.3 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF).

La cromatografia en capa fina se realiz6 para separar el cloranfenicol acetilado y no acetilado.

PROCEDIMIENTO.

1. Se preparé la cimara de cromatografia con una picza de papel filtro (Watman),

aproximadamente del tamafio de la camara de cromatografia y se agregaron 200 ml. de una

mezcla de cloroformo/metanol (95:5)

2. Se cquilibré Ja cdmara durante 2 horas, hasta que el solvente saturé completamente la

camara.
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3. Se depositaron lentamente los 30 pl del cloranfenicol recuperado con acetato de etilo en la
placa de capa fina.

4. Se colocé la placa en la cimara de cromatografia y se cormri6 la cromatografia durante 45
minutos.

5. Posteriormente, la placa cromatografica se expuso a una placa de autoradiografia X-OMAT
AR, por 24 horas, a temperatura ambiente.
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RESULTADOS




8.1 AMPLIFICACION, PURIFICACION Y DIGESTION ENZIMATICA DE LOS
VECTORES REPORTEROS.

Con el objetivo de evaluar la actividad progestacional y/o antiprogestacional de progestinas
sintéticas y/o naturales se utilizaron los siguientes vectores reporteros: PRE>-TATA-CAT,
TATA-CAT y el vector de expresidn que codifica para el receptor de progesterona PKSv RPR.
Estos vectores reporteros se introducieron a bacterias XL-1 Blue (Strata Gene).
Posteriormente, los vectores se purificaron a partir de las bacterias transformadas, por las
técnicas de mini y maxi-prep. Se determind la concentracion y la pureza de los DNAs

obtenidos por medio de la lectura de la absorbencia a 260 y 280 nm de diluciones 1:100.

En todos las muestras, Ina relacion de las lecturas a 260/280 nm fue mayor a 1.8, lo cual indico
que los DNAs obtenidos se encontraban puros. Posteriormente, se realizé una electroforesis en
un gel de agarosa al 1 %, para observar la integridad de los DNAs. Se corrié 1 pg del producto

de cada purificacién y se observaron en un transiluminador.

En la figura 11, se muestra la electroforesis de los DNAs plasmidicos obtenidos después de
ltevar a cabo la amplificacion y purificacion del DNA. El primer carril corresponde al DNA de
1 Kilo base (Kb) (fragmentos de 500 pb a 12 Kb), el cual se utilizé6 como marcador de peso
molecular, el segundo carril corresponde al plismido PKSv RPR (posce ¢l ¢cDNA que codifica
para el RP), en el tercer carril] se observa el plasmido PRE:-TATA-CAT (posec dos
palindromes del elemento de respuesta a progesterona) y el cuarto carril corresponde al
plasmido TATA-CAT (vector control). No se observa material degradado, lo cual nos indica
que el DNA obtenido se encuentra integro, tampoco se observa proteinas en ¢l uso de esta

técnica.
Los fragmentos que se obtuvieron fueron de los tamaiios que se esperaban y como se puede

observar, el carril 2 presenta diversas bandas debido a las diferentes formas de

superenrollamiento de los plasmidos.
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Figura 11, Electroforesis en gel de agarosa al 1% teilido con bromuro de etidio, en ¢l cual se muestran
los DNAs plasmidicos obtenidos después de llevar a cabo Ja amplificacion y purificacion por medio de
la técnica de maxiprep. 1. Marcador molecular | Kb (fragmentos de 500 pb a 12 Kb), 2. PKSv RPR. 3.
PRE;-TATA-CAT, 4. TATA-CAT.
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8.2 REGULACION PROGESTACIONAL DE LA ACTIVIDAD DE CAT DE LOS
VECTORES PRE: TATA CAT Y TATA CAT,

Las células CV-1 se cultivaron en medio D-MEM-STF 10% y posteriormente resembradas en
cajas de petri de 10 cm. de diametro a una densidad de 300 000 células por caja. Cuando las
células llegaron al 75% de confluencia se cotransfectaron por el método de coprecipitacién con
calcio-fosfato con el vector de expresion que codifica para ¢l RP junto con cl reportero PRE;
TATA CAT o con el reportero TATA CAT. Posterjormente, se estimularon con R5020 (3 X
10°M) que es una progestina muy potente, RU486 (antiprogestina) (3 X 10" M) y etanol como

control.

La actividad de CAT de estas células transfectadas y estimuladas hormonalmente se cvalué
como sigue: las células se colectaron y lisaron para obtener los extractos totales. Los extractos
fueron incubados con cloranfenicol marcado con C'* y Acetil CoA. Se obtuvo el cloranfenicol
total mediante una extraccién orgénica con Acetato de Etilo y posteriormente se separaron las
formas acetiladas y no acetiladas del cloranfenicol mediante la técnica de CCF y se revelaron

en una pelicula radio sensible.

Los resultados obtenidos en estos experimentos demostraron que la actividad de CAT inducida
por R5020 (fig. 12 carriles 9 y 10) sélo ocurrié en las células transfectadas con el vector PRE;-
TATA-CAT, demostrando que la actividad transcripcional del vector reportero se encuentra
bajo estricta regulacién hormonal por las complejos RP-R5020, el cual sc une a los elementos
de respuesta a progesterona presentes en el vector. Sin embargo, el vector control TATA-CAT
(carriles 3 y 4), que no posee en su secuencia los dos clementos de respuesta a progesterona,

fuc insensible al estimulo hormonal (fig. 12).

En las siguientes figuras se observan las formas acetiladas y no acetiladas del cloranfenicol,
después de ser separadas mediante una cromatografia en capa fina, en orden ascendentes, los
puntos radiactivos se observaron de la siguiente forma: Un punto débil en el origen,

cloranfenicol no acetilado, y cloranfenicol acetilado (monoacetilado y diacetilado).
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Podemos decir que una actividad de CAT elevada se indujo cuando las células fueron
cotransfectadas con PR y PRE;-TATA-CAT, y después tratadas con R5020, mientras que la
antiprogestina RU486 no modificé la actividad de CAT (fig. 12). Es necesario la presencia de
los PRE en la regién reguladora, ya que la unién del complejo hormona-receptor a este sitio,
activa la transcripcion de la enzima CAT. Con estos experimentos demostramos que tenemos
un modelo de regulacién hormonal controlado, por la presencia de un estimulo (la hormona),
un receptor (RP) y un efector PRE; TATA CAT, el cual responde de una mauera positiva
induciendo la transcripcion en presencia de R5020. Sin embargo, se tiene una induccién basal
en presencia de un antagonista, como RU 486. Por lo tanto, utilizando este modelo entonces

pudimos estudiar los efectos progestacionales y/o antiprogestacionales de diversas progestinas

anivel de la transcripeion. (fig. 12).
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Figura 12. Induccién de la actividad de CAT por R5020 y RU486. Las células CV-1 se
cotransfectaron con el vector de expresion RP de conejo y el vector TATA-CAT (izquierda) o el
reportero PRE;-TATA-CAT (derecha). La actividad de CAT se midid cn los extractos de las células
tratadas con R5020 (3 X 10*M) (carriles 3. 4 v 9,10), RU486 (3 X 10*M), (carriles 5, 6 y 11, 12) y
0.001% etanol como control {carriles 1, 2 y 7, 8). En orden ascendentes, los puntos radiactivos se
observaron de la siguiente forma: Un punto débil en el origen, cloranfenicol no acetilado y
cloranfenicol acetilado (monoacetilado y diacetilado).En esta figura sec presentan resultados
representativos de por lo menos tres experimentos independientes, donde el promotor minimo TATA
CAT no es capaz de ser inducido por el tratamiento hormonal, teniendo una actividad CAT basal

similar a aquetla mostrada por el vector PRE; TATA CAT sin tratamiento.
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8.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD PROGESTACIONAL DE NET, LNG Y SUS
METABOLITOS REDUCIDOS EN EL ANILLO A.

Para evaluar la actividad progestacional de las diversas progestinas, las células CV-i
transfectadas con el vector de expresién que codifica para el RP y el vector reportero PRE;-
TATA-CAT, se trataron, a una dosis de 3 X 10® M de los siguientes esteroides sintéticos:
NET, 5a-NET, 38,5a-NET, LNG, 5a-LNG y 33,5a-LNG. Al dia siguiente del estimulo se
obtuvieron los extractos celulares totales y se evalué la actividad CAT mediante un ensayo de
acetilacién del cloranfenicol '*C. Posteriormente las formas acetiladas y no acetiladas fueron

separadas por una CCF.

Los datos obtenidos demostraron que, comparado con el control, (Fig. 13 carril 1), NET (carril
3) y LNG (carril 6) cjercieron un efecto progestacional alto, similar al que se presentd con la
progestina sintética R5020 (carril 2). 5a-NET, 38,5¢-NET, Sa-LNG y 3B,5¢-LNG exhibicron

una actividad progestacional baja (figura 13, carriles 4, 5y 7, 8).

Los resultados obtenidos en estos ensayos demuestran que las progestinas NET y LNG ejercen
un efecto progestacional muy potente, similar al presentado por R5020 (fig. 13 carriles 3, 6, 2

respectivamente).

Por otra parte, 1os metabolitos reducidos 50-NET, 3B,5a-NET, 5a-LNG y 33,50-LNG
presentaron una  actividad progestacional muchisimo menor que la presentada por el

compuesto original (carriles 4,5y 7, 8)

Para demostrar que las células utilizadas carecen del receptor de estrogenos (RE) se
transfectaron las células CV-1 con el vector ERE VIT TKCAT el cual posee en su secuencia
tos elementos dc respuesta para estradiol. Cuando se estimulé con estradiol (10 M) no se
observd actividad de CAT (Fig. 13 carril 10 ), demostrando asi que estas células no poseen el

RE.
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Con estos resultados podemos corroborar que los compuestos derivados de la 19-Nor
testosterona poseen una actividad progestacional fuerte y que esta actividad se mide a través de
la activacién del RP e induccién de la transcripcién de genes que portan en su secuencia,

elementos de respuesta a progesterona (PREs).

Sin embargo, ¢l metabolismo de estos compuestos da por resultado productos menos activos,
hormonalmente, que el compuesto original aun cuando activan la transcripcién, no lo hacen
con la misma potencia como lo hace la NET, y que de manera contraria, pareciera que ejercen

un efecto anti~hormonal.

Para evaluar el efecto de la dosis de NET administrada (fig. 14), asi como de sus metabolitos
reducidos 5a-NET y 33, 5a-NET (fig. 15) sobre la transcripcién del vector PRE;-TATA-CAT
(actividad progestacional) transfectado en las células CV-1, se administraron, dosis diferentes
de estas progestinas (de 10® M a 10°'! M), utilizando etanol como vehiculo y control.
Posteriormente se evalud la actividad progestacional de cada progestina y se pudo observar
que la NET (fig. 14 carril 6) presenta una actividad similar a la que presenta la progestina
R5020 (fig. 14 carril 8).

También se evalué este mismo cfecto administrando las mismas dosis de LNG y sus

metabolitos Sa-LNG y 3B,5a-LNG (fig. 16).
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Figura 13. Actividad progrestacional inducida por 19-Nor progestinas. Se muestra una
autoradiografia representativa del ensayo donde las células CV-1 se cotransfectaron con el vector RP y
el plasmido PRE; TATA CAT. Estas células posteriormente se trataron a una dosis de 3 X 10 M de
las diferentes progestinas como se indica en la figura. Se probé también la actividad de CAT en
presencia de EREs, transfectando a las células con el vector ERE VIT TKCAT y se estimuld con

estradiol (carril 10 ). Se utilizo etanol al 0.001% como control (carriles | y 9)
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Figura 14. Efecto dosis-respuesta de la Noretisterona. Las células CV-1 sc cotransfectaron con el
vector de expresién RP de congjo y el vector reportero PRE;-TATA-CAT. La actividad de CAT se
medié en los extractos de las células tratadas con NET a diferentes dosis (de 10" 2 10° M y R5020

(10”7 M) y etanol como control.
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Figura 15, Efccto dosis-respuesta de los metabolitos reducidos en el anillo A de Ia Norctisterons.
La actividad CAT se medi6 en los extractos de las células tratadas con los metabolitos de NET. a

diferentes dosis (de 107'° 2 10°® M) y etanol como control (carriles 1 y 7).
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Figura 16. Efecto dosis-respuesta de LNG y sus metabolitos reducidos en el anille A. La actividad

de CAT se medio en los extractos de las células tratadas con LNG y sus metabolitos, a diferentes dosis
(de 10'° a 10 M) v etanol como control.
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8.4 EFECTO ANTIPROGESTACIONAL DE RU486.

Los efectos antagonistas que presenta la antiprogestina RU486 fueron estudiados como sigue:
las células transfectadas con los vectores PRE2 TATA CAT y PKSVRP fueron tratadas
simultaneamente con R5020 (3 X 10®* M y 3 X 10° M) y RU486 (30 veces mas que la dosis
agonista). Los resultados obtenidos después de analizar la actividad CAT en los extractos
celulares de cada uno de los tratamientos demuestran, que la antiprogestina RU486 (Fig. 17
carril 4) inhibe la actividad CAT inducida por R5020 (carriles 1 y 2).
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Figura 17, Efccto antiprogestacional de RU486 en la induccién de la transcripcién por R5020 ded
vector PRE;-TATA-CAT. Las células CV-1 contranfectadas con el vector de expresion PKSVRPR y
PRE:>TATA-CAT se trataron simultaneamente con R5020 (3 X 10" My 3 X 10° M ) y RU 486 (30
veces mds que la dosis agonista). Sc presenta una fotografia de una autoradiografia correspondientc a

un ensayo.
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8.5 EFECTO ANTIPROGESTACIONAL DE 5«-NET.

Los efectos antagonistas previamente documentados (Cerbon MA, Lemus AE, Vilchis F,
Pasapera AM, Garcia GA, Pérez Palacios G; 1991) que presenta el metabolito dihidro derivado
de NET (5aNET), se probaron como sigue: las células cotransfectadas con los vectores PRE;
TATA CAT y PKSVRP se trataron simultaneamente con R5020 3 X 108 My 1 X 107 M) y
50-NET (6 X 107 y 3 X 10°%, 30 veces mas para cada dosis agonista), utilizando como un
control antagonista, el tratamiento simultaneo de las células con R5020 y RU486. Los
resultados obtenidos después de analizar la actividad de CAT en los extractos celulares de
cada uno de los tratamientos, demuestran, que el metabolito 5a-NET (Fig. 18 carriles 6 y 8)
inhibe la actividad de CAT inducida por R5020 (carriles 1, 3 y 5, 7) en mas de un 70 %.
Resultados similares se obtuvieron al analizar los extractos celulares de aquellos tratados con
R5020 + RU486 (carriles 2 y 4), con lo que se concluye que ¢l mecanismo de accién de Sa-
NET es similar a aquel que presenta el RU486. El cual es a través de su interaccion con los RP
inhibiendo el desencadenamiento de la maquinaria de transcripcion, a través de una
inactivacion de la region TAF 11 del RP.

En la figura 18 se puede observar como 5«-NET (figura 18 carriles 6 y 8 ) inhibe la actividad
de CAT, inducida por R5020 ( carriles 1,3 y 5,7 ) de una manera similar a la que se observd
con la antiprogestina RU486 (carriles 2 y 4) inhibiendo la transcripcion, a través de una
inactivacién de la region TAF II del RP.
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Figura 18. Efecto antiprogestacional de Sa-NET Y RU486 en la induccién de Ia transcripcion del
veector PRE;-TATA-CAT inducide por R5020. Células CV-1 contranfectadas con el vector de
expresion rPR y PRE)-TATA-CAT se trataron simultincamente con R5020 (3 X 10° M y 1 X107 M)
y 5a-NET o RU 486 (30 veces mis por cada dosis agonista). Se prescnta una fotografia de una

autoradiogratia respectiva del ensayo.
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En este estudio se evalud la actividad progestacional y antiprogestacional de NET, LNG y sus
metabolitos en células CV-1 (derivadas de rifién de mono) las cuales se cotranfectaron con un
vector de expresion que codifica para el receptor de progesterona (RP) de conejo y el gen
reportero construido PRE;TATA-CAT que lleva consigo dos elementos de respuesta a

progesterona.

Yen y col. en 1993, describieron brevemente, el mecanismo de accién de las hormonas
esteroides de la siguiente forma: Las hormonas son sccretadas desde sus respectivas glindulas
endocrinas, hacia ¢l torrente circulatorio; donde circulan, sobre todo, unidas lipoproteinas
plasmdticas de transporte. Los esteroides libres difunden hacia el interior de las células e
interactian con los receptores especificos localizados, mayoritariamente, en ¢l ntcleo.
Después de unirse con sus receptores especificos, experimentan un cambio conformacional, lo
cual los convierte de inactivos a activos. Asi, los receptores ticnen la capacidad de unirse con
los elementos de respuesta especificos localizados en la region promotora de los genes y asi
activar (o suprimir) la transcripcion. Si un gen se activa, por ejemplo, la enzima RNA
polimerasa Il transcribe la informacion del gen en dcido ribonucléico mensajero (RNAm), una
molécula intermediaria que transporta la informacion hacia el compartimiento citoplasmatico
de las células. Aqui, fa informacion es traducida con la maquinaria biosintética produciendo ¢}
producto proteinico adecuado especificado por el gen en cuestion (fig. 2) (Yen y Jaffe 1993).
En este sentido, nosotros, para evaluar una parte de estos procesos (union del receptor activado
a los elementos de respuesta hormonal) utilizamos como modelo celular la linea CV-1, estas
células se cotransfectaron con PR y PRE;-TATA-CAT; los resultados demostraron que el
estimulo de la progestina R5020 utilizada fue capaz de activar la transcripcion de la enzima
CAT, indicando asi que [a actividad transcripcional del vector queda bajo la regulacion del RP,
formando un complejo hormona-receptor activado, el cual unc a los PRE para activar la

transcripcion de la enzima CAT.

Nuestros estudios también confirmaron y ampliaron informes previos en los que se considera a

los receptores, como proteinas que son producidas por un gen diferente y que difunden y se
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unen con Su nuevo sitio de accidn, es decir, los elementos ¢is reguladores localizados en el gen
sobre los cuales van a ejercer su efecto. En este sentido, los receptores de los esteroides son
factores frans, porque son producidos a partir de genes ubicados en otros sitios y deben
difundirse hacia sus elementos HRE analogos, que en general se localizan en las regiones 5'-
reguladoras de sus genes blanco (Yen y Jaffe 1993). De acuerdo con esto, los elementos PRE
son elementos cis que parecen actuar sdlo cuando uno o mas factores trans (PR) se unen a
ellos, Para la induccién de la transcripcion por progestinas, no obstante del receptor de
progesterona, se requiere la presencia de Elementos de Respuesta a Progesterona en la plantilla
para que el receptor funcione como factor transactivador (Klein-Hitpass et al., 1990), asi como

también, los elementos basicos de transcripcion como la caja TATA.

En este estudio se utilizé como pen reportero el plasmido PRE; TATA-CAT, el cual posee un
secuencia de 20 pares de bases con dos secuencias correspondientes a los elementos de
respuesta a progesterona unidos a la caja TATA. Se¢ utilizaron 2 PREs, ya que se ha
demostrado que una copia de PRE aumenta cinco veces la transcripcion, dependiente de RP, y
que dos copias de PRE aumentan 27 veces, indicando que las dos copias PRE funcionan

cooperativamente in vivo.(Tsai et al., 1989) en presencia del estimulo hormonal.

Basandonos en este modelo, dicho estudio muestra que NET, LNG y sus mectabolitos
reducidos en el anillo A cjercen diversos efectos hormonales y antihormonales, a través del
PR. La LNG y el NET poseen propiedades progestacionales puesto que éstas inducen actividad
de CAT en la presencia, tanto del gen reportero PRE:; TATA-CAT, como del PR en células
CV-1. El metabolito dihidro reducido 5 a-NET cjerce ambos cfectos progestacional y
antiprogestacional ya que indujé una actividad de CAT débil, comparada con NET y R5020
(fig.13). No obstante, cste metabolito inhibid la sintesis de la enzima CAT inducida por R5020
cuando las células se trataron simultincamente con R5020 y 5«-NET (fig. 14). Estos efectos
antiprogestacionales de 5a-NET observados fucron similares al los observados con RU486
(fig. 14). Nuestros datos tambi¢n sugieren que la actividad antiprogestacional de 5a- NET
previamente reportada in vivo (Pasapera ct al., 1995) estd mediada a través de PR y ocurre a

nivel transcripcional. Con cstos resultados, nosotros confirmamos los resultados previos de
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Cerbon y cols. donde se demostré que NET y LNG son compuestos con actividad
progestacional muy fuerte que ademads son capaces de inducir la sintesis de UG y de su
RNAm, la cual esta regulada, de manera especifica, por progesterona, en el ttero de la coneja
(Cerbodn et al., 1990). Estos autores proponen un posible efecto antiprogestacional de 5a-NET,
ya que el compuesto es capaz de inhibir Ja sintesis de UG inducida por progesterona. Sin
embargo, los mecanismos moleculares por los cuales, tanto los metabolitos reducidos de NET,
asf como las de otras progestinas, ejercen sus efectos bioldgicos, incluyendo aquellos de tipo

antiprogestacional son desconocidos.

Sin embargo, los datos en la literatura, demuestran que estos metabolitos pueden interaccionar
con los difercntes receptores de hormonas esteroides, lo que apoya la hipétesis de que todos
estos cfectos hormonales pudicran levarse a cabo mediante su unién con los receptores
hormonales. Aunque el tipo de respuesta bioldgica generada de estas interacciones tiene que
ser explorado. En el caso de las respuestas de tipo agonista, es relativamente f{acil determinar si
el mecanismo de accion de la progestina es por medio de su unidn al receptor que se une. Sin
embargo, en caso de las respuestas parciales de tipo agonista, agonista débil, antagonista fuerte
o sinergéticas, las vias a explorar sobre su mecanismo de accion son multiples, y éstas pueden
ir desde la activacién del receptor, la transactivacién, la translocacion nuclear, la dimerizacién
de los receptores, la inhibicion de la interaccidon Receptor-ADN, o el secuestro o la ausencia de

factores de transcripcién importantes en este proceso, entre otras.

De acuerdo con lo anterior, nuestros resultados confirman que, como se ha demostrado para
varios esteroides sintéticos(Teutsch et al,, 1984, Nique et al., 1994), 5aNET muestra ambas
actividades agonista y antagonista. A partir de este estudio no se pudo determinar si la calidad
de la respuesta (agonista o antagonista) esta relacionada con la afinidad del receptor o con la
estructura quimica del ligando, ya que Nique y cols. en 1994 propusieron que una antihormona
pura puede considerarse como un compuesto ¢l cual, exclusivamente, estabiliza la
conformacién inactiva del receptor, mientras que un antagonista mixto podria ser capaz de

estabilizar las conformaciones activa ¢ inactiva en diversa magnitud (Nique ct al., 1994).
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La estimulacion hormonal podria aumentar la tasa de transcripcion hasta cinco veces por
encima del nivel basal. En nuestro modelo celular cotransfectado con PR y PRE;-TATA-CAT
el estimulo de las progestinas fue capaz de activar la transcripcién de la enzima CAT,
indicando asi que las progestinas unieron al RP y este complejo hormona-receptor unié a los

PRE estimulando hasta mas de 50 veces el nivel basal.

La potencia de las hormonas esteroides se correlaciona con: 1) la afinidad de los receptores por
las hormonas (o los farmacos) y 2) la eficiencia del complejo hormona-receptor activado para
regular la transcripcion. Las afinidades elevadas llevan a la prolongada ocupacién del HRE y a
la estimulacion sostenida de la transcripcion. Sobre esta base, puede comprenderse el

mecanismo de accion de ciertos farmacos que son anti-hormonas (Yen y Jaffe 1993).

La habilidad para examinar la actividad transcripcional de secuencias genomicas clonadas
después de la introduccién de estos elementos a células apropiadas, ha enriquecido
sustancialmente nuestro entendimiento de la regulacién de la transcripcion de genes de
mamiferos. Estos estudios han sido grandemente simplificados por el desarrollo de genes
vectores reporteros. Es importante mencionar que la linca celutar CV-1 derivada de rifion de
mono, usada en estos estudios, es un modelo apropiado para evaluar actividades hormonal y
antihormonal, debido a que carece de receptores a esteroides. De estd manera, podemos
introducir el receptor esteroide deseado y evaluar sélo los efectos propios de la interaccién de
los esteroides con el receptor. Asi fue posible determinar los mecanismos moleculares de
accion de cada compuesto con un método especifico y altamente sensible, sin interferencia
debida a la presencia de varios receptores de esteroides, como ocurre en tejidos blanco

(Savouret et al., 1994)
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CONCLUSIONES




En base a los resultados generados de este estudio se concluyen que:

e La actividad de CAT (una forma indirecta para medir la actividad transcripcional), fue
inducida solamente por R5020 en células transfectadas con el vector PRE,-TATA-CAT;
demostrando asi que la actividad transcripcional del vector reportero se encuentra bajo la
regulacion del complejo RP-hormona el cual une a los elementos de respuesta a
progesterona presentes en el vector, mientras que el vector TATA-CAT, que no posee en su
secuencia los dos elementos de respuesta a progesterona, fue insensible a la transcripcion
mediada por PR. Podemos decir entonces que la actividad de CAT, fue normalmente
inducida cuando las células fueron cotransfectadas con PR y PRE;-TATA-CAT, y

estimuladas con R5020, mientras la antiprogestina RU486 no modificé la actividad de
CAT.

e Proponemos que la NET, et LNG y sus metabolitos reducidos en el anillo A ejercen sus
efectos hormonal y antihormonal a un nivel transcripcional, a través de formar complejos
“activados” al unirse al PR y a su vez este complejo hormona-receptor unirse con los PRE y

desencadenar {a transcripcion.

* Los metabolitos reducidos 5a-NET y 3B,5a-NET exhibieron una actividad progestacional

baja.

e El metabolito 5a-NET es capaz de inhibir el efecto agonista de la Py, exhibiendo efectos

tipicos antagonistas similares a los que presenta RU486.

N
e Nuestros resultados también apoyan el uso de construcciones CAT albergando elementos de
respuesta a esteroides como modelos apropiados para la evaluacién de apgentes

contragestacionales nucvos en cultivo de tejidos.
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TRANSFORMACION.
Soluciones:

1.- Medio de cultivo liquido LB (Luria Bertani)
10 g de triptona grado bacteriolégico.
5 g de extracto de levadura grado bacterioldgico.
5 g de NaCl.
Agua c.b.p. 1000 mi.

Se ajusté el pH a 7.5 con NaOH. y se esterilizé por autoclave.

2.- Solucién de ampicilina 12.5 mg/ml.
12.5 mg/ml ampicilina
Amortiguador de fosfatos 0.6 M pH 6.4
Se esterilizo por filtracion en Millipore 0.45 mm.

Se utilizd a una concentracién final de 50 pg/ml de ampicilina.

3.- Medio de cultivo LB sélido (agar)
10 g de triptona grado bacteriol¢gico.
5 g de extracto de levadura grado bacteriolégico.
5 g de NaCl.
5 g de agar grado bacteriolégico 1.5% (p/v)
Agua c.b.p. 1000 ml.

Se ajusté el pH a 7.5 con NaOH. y se esterilizd por autoclave.

4.- Escherichia coli cepa XL1-Blue con las siguientes caracteristicas reAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 sup E44 relAl lac [F'pro AB lacl ZAM15Tn10 (Tet) ] (STRATA GENE). ‘

5.- Glicerol.
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6.- B-mecaptoetanal 25 mM
Dilucion 1:10

Almacenar a 4°C

7.- Medio SOB
a) Medio SOB
20g Bactotriptona
5g Extracto de levadura
10mM NaCl
2.5mM KCL
Aforar a 1 It. y esterilizar en autoclave.
Almacenar a 4°C.
b) Solucién 2M de Mg
IM  MgCl,
M MgSO,
Esterilizar por filtracién con microfiltros de 0.22 pum

Almacenar a 4°C.

Para cada 100 ml. de Medio SOB, afiadir 1 ml. de la solucién 2M de Mg (la
concentracion final de Mg es 20 mM) '

8.- Medio SOC
Por cada 100 ml. de medio SOB agregar 1 ml de Solucién de glucosa 2M

Se debe de agregar la solucién de glucosa 2M, en el momento que se va a utilizar.

9.- Solucion de glucosa 2M
36.04 g de Glucosa
Agua desionizada cbp. 100 ml

Filtrar con microfiltros de 0.22 um y esterilizar.
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MINI PREP.
Soluclones.

1.- Medio LB liquido suplementado con ampicilina (50 pg/ml). (ver apéndice transformacién

No. I)

2.- EDTA 0.5 M (pH 8)
186.1 g de Na;EDTA =* 2 H,0 (Etilendiaminotetraacetato de sodio).
800 ml de H,O.
Se ajust6 el pH a 8.0, se aford a 1000 ml y se esterilizé por autoclave.

3- Solucién para lisis de bacterias.
Tris-HCI1 25mM pH 8.0,
EDTA 10 mM.

Glucosa al 15%.
Lisosima (2mg/ml.).

Esterilizacién por autoclave.

4.- SDS- alcalino.
NaOH 0.2 N.
SDS al 1%.

5.- Acetato de sodio 3 M pH 4.8.
Disolver 3 moles de acetato de sodio en un volumen minimo de agua, ajustar el pH4.8.

Esterilizar por autoclave.
6.- RNAsa A.

Img/ml. de ribonucleasa A.

Almacenar a -4°C
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7.- Fenol saturado pH 7.8
Se licud el fenol a 68°C y se adiciond 8-hidroxiquinoleina a una concentracién final de
0.1%. Se adiciond un volumen igual de Tris-HCL 0.5 M (pH 8) y se agité durante 10
minutos, después de los cuales se descartdé la fase acuosa (superior). Se repitié la
operacion dos veces més y se adicioné un volumen igual de Tris-HCL 0.1 M (pH 8). Se
agité durante 15 minutos y se descartd la fase acuosa. Se repitié la misma operacién
hasta que el pH del fenol fue superior a 7.8. El fenol se almacené con 0.1 volimenes de

Tris-HCL 0.1 M (pH 8) conteniendo 0.2% de P-mercaptoetanol. Se almacend en un
frasco obscuro a 4°C.

8.- Solucién fenol/cloroformo.
1 volumen de fenol saturado pH 7.8
1 volumen de cloroformo.

Se prepard justo antes de usarse.

9.- Etanol al 70%.
Etano! 70%.
H,0 estéril 30%.

10.- Solucién Tris-EDTA (TE). pH 8
10 mM Tris HCI pH 7.4
imM EDTA pH 8.0
11.- Etanol absoluto 100%
12.-NaCl4 M

23.37 g NaCl
Agua desionizada cbp 100 ml.
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13.- Polietilenglicol (PEG) 13%.
1.3 gr. PEG
cbp 10 mi. de H;0 Estéril

MAXI PREP.
Soluciones.

1.-TB (Terrific Broth Medium)
12 g de bacto-triptona grado bacteriolégico.
24 g de extracto de levadura grado bacteriolégico.
4 ml de glicerol.

Ajustar a pH 7.5 con NaOH. Aforar a 900 ml. y esterilizar en autoclave.

2.- Solucién amortiguadora Py. pH 8.0.
50 mM Tris-HCL.
10 mM EDTA pH 8.0.

A este soluciéon amortiguadora se adicioné RNAsa (1mg/ml. de Ribonucleasa A).

3.- Solucidn amortiguadora P,.
02N NaOH.
1%  SDS.

4.- Solucidén amortiguadora P;.

Acetato de potasio 3M pH 5.5.

5.- Solucién amortiguadora QBT (para equilibrar la columna QIAGEN 500).
750mM NaCl.
50 mM MOPS.
15 %. Etanol
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15 % Tritén
Ajustar pH 7.0.

6.- Solucién amortiguadora QC.(para lavar las columnas).

IM NaCl.
50 mM MOPS,
15% Etanol

Ajustar PH 7.0.

7.- Solucion amortiguadora QF.(Para recuperar el plasmido de las columnas).

1.25M NaCl.
50 mM Tris-HCI.
15% Etanol

8.- Isopropanol.

9.- Etanol al 70%.
70 ml Etanol absoluto.

10 ml Apgua estéril.

10.- Solucién Tris-EDTA (TE).

ELECTROFORESIS EN GELES HORIZONYALES DE AGAROSA.

Soluciones.

1.- Solucidén amortiguadora TBE 5X (solucidn stock).
54 g Tris base.
27.5g Acido bérico.
20 ml EDTA 0.5 M (pH 8.0).

104



Apgua desionizada cbp. para 1 It.

Se esterilizd por autoclave.

2.- Bromuro de etidio 10mg/mi.
Disolver el colorante en agua.

Guardar en un frasco ambar a 4°C.

3.- Solucién TE. pH 7.4
10 mM Tris Hel pH 7.4
1mM EDTA pH 8.0

4.- Gel de Agarosa al 1% en TBE.
0.5 g de agarosa
50 ml. de TBE 0.5 X
0.5 pg/ml bromuro de etidio

5.- Marcadores de peso molecular.
- Lamda cortado con Hind III (A Hind I1I).
- Fi 174 cortado con Hae III (¢ X 174/ Hae 11I).
- 1 kb (fragmentos de 500 pb a 12 Kb)
6.~ Amortiguador de carga para DNA 6X (Loading solucién amortiguadora)
0.25 %Azul de bromofenol
0.25% Xileno cianol
15% ficoll (tipo 400)

Se prepar6 en condiciones estériles y se guard6 a 4°C
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VERIFICACION DE LOS PLASMIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION.

1.- Solucién amortiguadora 10 X para la enzima Pstl.
50mM Tris-HCI pH 8.0.
10mM MgCL,.
50 mM NaCl.

2.- Solucién amortiguadora 10 X para la enzima Pvu Il
50mM Tris-HCl pH 8.0.
6mM MgCL,.
50 mM Kcl.
50 mM NaCl.

3.- Enzimas Pst 1 y Pvu IL las cuales cortan en las siguientes secuencias 5° CTGCAAYG3" y
5'CAGI{CTG3" respectivamente .

CULTIVO CELULAR Y TRANSFECCION.
Soluciones.

1.- Medio Dulbecco para cultivo celular.
Para 5 It.
4500 mg Dulbecco
4.5 It. Agua bidestilada estéril
18.6 g Bicarbonato de sodio (para ajustar ¢l pH a 7.4)
Esterilizar por filtracion ( filtros de 0.22 pm)

2.- Medio DMEM (Dulbeco Moadified Eagle)

Medio para cultivo celular.
Para 500 ml.
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450 ml Medio Dulbecco
50 ml Suero de ternera fetal (10%) °
10 m! Penicilina 50uw/ml./Streptomicina.
5 ml L-glutamina-2 mM.
S ml piruvato sodio 1 mm.

Filtrar con vacio ( filtros de 0.22 pm).

3.- Solucién amortiguadora HBS-P2
Para 1 1t.
16 g NaCl (280 mM)
0.74g KCI1 (10 mM)

2g Glucosa (12 mM)

10g Hepes (50 mM)
10 ml Fosfato 100X
Agua estéril cbp 11t.
Ajustar a pH 7.05-7.1
Mantener a 4°C

Esterilizar por filtracién ( filtros de 0.22 pm)

4.- Fosfato 100X (100 ml.)
2.5 g NazH PO42H0
Mantener a 4°C

Esterilizar por filtracion ( filtros de 0.22 pm)

5.-PBS pH 7.4

6.- DMSO Para congelar las células

90% Suero fetal.
10% DMSO.
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7-CaCl 1M
11.10 g CaCl,
Agua cbp 100 ml.
Esterilizar por filtracién ( filtros de 0.22 um)

i
:

Mantener a 4°C

8.- Tripsina 0.25 % en PBS-EDTA 5 mM.
Parar 400 ml.

40 m! Tripsina 2.5
356 ml PBS
4 mi EDTA pH 8 5mM.

9.- Solucién amortiguadora A

; 60 mM KCL
15 mM Tris HCI pH 8.00
15 mM NaCl
2mM EDTA
0.15mM Spermine
ImM Dithiothereitol (DTT)
40mM PMSF

Mantener a 4°C.

10.- Suero de Ternera tratado con carbdn-dextran.
0.05 g Dextran
0.5g Carbén

100 mlSucro de Ternera.

Al suero se le agregd el carbon-dextran y se calenté S6°C durante 20 minutos en

agitacion constante, se centrifugd 5 minutos a 3 000 r.p.m., se obtuvo el sobrenadante
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por decantacién y se repitié la técnica. Se recuperé el sobrenadante de la segunda

centrifugacion y se filtré en filtros de 0.45)1. Se almacené a 4°C.

11.- Cloranfenicol marcado con C"

Actividad especifica 53.1 mCi/mmol.
12.- Acetil CoA 4 mM.
13.-~ Acetato de ctilo.
14.- Solucioén de cloroformo/metanol((95:5)
200 ml.
Cloroformo 190 ml.
Metanol 10 ml

ESTEROIDES.

1. Levonorgestrel 13B-etinil-17cc-etinil 17B-hidroxi-4-gonan-3-ona.

2. R5020 17c,21-dimetil-19- nor-4,9 pregnandiona-3,20-diona

= Levonorgestrel y R5020 fueron obtenidos de Sigma Co., St. Louis, MO; USA.

3. Noretisterona 17a-etinil-17p3-hidroxi-19-nor-4-androsten-3ona fue obtenido de Schering

Mexicana, México.

4. 5a-NET, 3B,5a-NET, 5a-LNG, Y 38,5a- LNG, fueron obtenidos por sintesis quimica

5. RU486 17pB-hidroxi-11p-[4-dimetilamino-fenil]-17af I propinil] cstra-4,9-dien-3-ona. Fuc

proporcionado por Roussel Uclaf (Romanville, France).

Los esteroides fueron adicionados en 0.001% etanol
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