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ABREVIATURAS

AF función de activación

CAÍ enzima cloianfenicol acetil transferasa

DBD dominio de unión al DNA

EC5o% dosis efectiva al 50%

E2 estradiol

ER receptoi de esttógenos

ERa teceptot de estiógenos a,

ERp leceptoi1 de estiógenos p

ERE elementos de respuesta a estradiol

GSD gestodeno

HBD dominio de unión a la hormona

HSP pioteínas de choque térmico

NET noietisterona

NR receptor nuclear

P4 piogesterona

PR receptor de progesterona

PRA receptor de progesteíona A

PRB receptor de progesterona B

PRE elementos de respuesta a progesteíona



RESUMEN

Estudios en este laboratorio han demostrado que la leducción enzimática del anillo A de los

derivados sintéticos de la 19-nortestosterona se acompaña de la pérdida de la actividad

progestacional y de la adquisición de propiedades estrogénicas Con ía finalidad de conocer

si los cambios en la estructura química y biológica de estos esteroides modifican su

actividad transcripcional, se estudió la habilidad de noretisterona (NET) y gestodeno

(GSD), así como de sus meíabolitos 5a-dihidio (5aNET/5aGSD) y 3p\5a tettahidro

reducidos sobie la inducción de genes, progesterona y estrógeno dependientes El objetivo

fue evaluai la actividad esteroidal de NET, GSD y sus correspondientes metabolitos

reducidos en el anillo A a nivel tianscripcional, a través del uso de sistemas de

cotransfección con genes reporteros y vectores de expresión para cada receptor1 en

particular., Para este propósito se utilizó un sistema de transcripción que consistió en la

transfección transitoria de células HeLa con genes reporteros y vectores de expresión para

los receptores de estrógenos (ER) a (ERa) y (5 (ERjS) y de progesterona (PR) A (PRA) y B

(PRB), respectivamente El plásmido reportero contiene los elementos de respuesta a

estradiol (ERE) o los elementos de respuesta a piogesterona (PRE) con un promotor

mínimo y las secuencias que codifican la expresión de la enzima doranfénicol acetil

ttansferasa (CAT).. Los vectores de expresión para el ERa y el ER[J, así como para el PRA y

PRB fueron cotransfectados en células HeLa con el correspondiente plásmido reportero La

actividad transciipcional de cada compuesto se determinó, para cada uno de los receptores

utilizados, a través de ía incubación de concentraciones crecientes de los compuestos

testigos con las células transfectada. La activación de la CAT se evaluó por la acetilación

del cloranfenicol marcado radiactivamente con tritio.. Los resultados demostraron que la

estimulación de células HeLa cotransfectadas con el PR (A y B) y con el vector reportero

que contiene los PRE con dosis crecientes de progesterona incrementan de manera dosis

dependiente la actividad de la enzima CAT., La curva dosis-respuesta para los compuestos

de la 19-nor testosterona, la NET, y eí GSD, demostraron que estas progestinas sintéticas



exhiben actividad progestacional y que la reducción de la molécula en el anillo A de los

compuestos reduce la activación de la transcripción. Por otia parte, la capacidad de estos

compuestos de activar la CAT a través de un mecanismo de acción estrogénico dependió

del grado de reducción dei anillo A Los compuestos tetrahidros reducidos 3p\5a-NET y

3J3j5a-GSD mostraron la mayor- capacidad para inducir la actividad de CAT pero

únicamente a tiavés del REct. La ausencia de actividad a través del ERp se descartó por

estudios de antagonismo utilizando concentt aciones crecientes del competidor Estos

resultados permiten apoyar1 evidencias previas sobre la relación estructura función de la

progestinas sintéticas y onece una explicación paia las diferencias en la actividad biológica

de estos compuestos Por otra parte se describe por primera vez la identificación de

compuestos agonistas específicos para el subtipo a del ER Estos resultados permitirán el

diseño de compuestos agonistas/antagonistas específicos de potencial uso terapéutico en el

humano..



ABSTRACT

In has previously been demonstrated that 19-noi contraceptíve progestins undergo in vivo

and in vitro enzyme-mediated A-ring double bond hydrogenation.. Bioconversion of 19-noi

piogestins to theii1 conesponding tettahydro deiivatives results in the loss of progestational

activity and acquisition of estrogenic activities and binding to the ER. Heiein, we leport

subtype-seíective differences in ligand binding and transcnptional potency of nonphenolic

synthetic 19 ñor derivatives between ERa and ER|3 In this study, we have examined both

ER-and PR-medíated tianscriptional activity of a number of A-iing chemícally reduced

derivaties of norethisterone and gestodene. Doubíe bond hydiogenation decreased the

transcriptional potency of noiethisterone and gestodene thiough both PR isofoims with a

100- to 1000- fold differen.ce, respectively In terms of'the effects of norethisteione and

gestodeno and their conesponding 5a-dihydro (5a-noiethisteione and 5a-gestodene), or

3a,5a-tetrahydio or 3|3,5a-tetiahydro deiivatives (3oc,5a- norethistetone/3a,5a- gestodene

and 3|3,5a- norethisteione/3|3,5a- gestodene, respectively) on estiogen-mediated

transciiptional regulation, the 3p,5a-tetfahydio derivatives of both noiethisterone and

gestodeno showed the highest induction when HeLa cells weie transiently tiansfected with

an expiession vector fbr ERa. This activity could be inhibited with tamoxifen. These

compounds did not actívate gene transcription via ERp\ and none of them showed

antagonistic activities thiough either ER subtype., In summary, two ERa selective agonists

have been identified.. These compounds, with ERa vs.. ERp selective agonist activity, may

be useful in evaluating the distinct role of these receptors as well as in providing usefui

insights into ER action.



INTRODUCCIÓN

El receptor de progesterona humano

La progesterona (P4) es una hoimona esteioide importante en la regulación de los procesos

implicados en el desarrollo y mantenimiento del sistema reproductivo (ClarKe y

Sutherland, 1990) El uso adecuado de antiprogestinas tales como el RU486 en el

tratamiento de enfermedades como meningiomas del cerebro, endomettiosis y fibrosis

uterina ha implicado a la P4 como la hormona reguladora de un amplio intervalo de

procesos biológicos adicionales (Caiioll et al, 1993), poi lo cual es de esperar que exista un

inteiés importante en definir el mecanismo moleculai de la acción del receptor de

progesterona (PR), así como el desarrolló de nuevos fármacos, con actividad tanto

progestacional como antiprogestacional.

El PR es un factor de transcripción dependiente del ligando, el cual pertenece a la familia

de receptores nucleares de tactores de transcripción que incluyen receptores para hormona

esteroides, hoimona tiroidea, vitamina D, y retinoides. Incluidos en esta familia se

encuentran los receptores huérfanos, denominados así porque los ügandos aún no han sido

identificados (Mangelsdorf y Evans, 1995)., Todos los receptores esteroides comparten una

estructura básica similar compuesta de: 1) un dominio de unión al DNA altamente

conservado (DBD), 2) un dominio de unión a la hormona (HBD) que es conservado entre

los receptores esteroides relacionados, tales como el PR, el receptor de glucocorticoides

(GR) y el receptor mineralocortícoides (MR), 3) una región de bisagra "hinge" localizada

entre el DBD y el HBD, y 4) un dominio amino terminal (N-terminal), que es la región más

variable entre los miembros de la familia (Gronemeyer, 1991; Kastner et al.,, 1995; Beato et

al., 1995, Gronemeyer y Laudet, 1995) (Figura 1)

El mecanismo general de acción del PR es similar al de otros miembros de la familia de

receptores esteroidales (Figura 2) (McDonell, 1995) En ausencia del ligando, el receptor



Dominio de unión a la hormona -

NLS

I Unión HSP 1

Dimerización 1

Figura 1,, Receptor1 de progesterona. La estructura básica del receptor de progesterona es similar a la de

otros receptores nucleares E! receptor de piogesterona está compuesto de un dominio de unión al DNA

altamente conservado (DBD), un dominio de unión a la hormona (HBD) conservado entie los receptores

esteroides relacionados, una región de bisagra "hinge" focalizada entre e! DBD y el HBD y un dominio N-

terminal, que es ia región más variable entre los miembros de la familia.. Dentro del HBD hay legiones

responsables paia la dimerización del receptor, interacción con ¡as proteínas de choque térmico (HSPs),

localización nuclear, y activación dependiente del ligando (función de activación -2, AF-2) y dos funciones

de activación adiciona! (AF-1 y AF-3) localizadas dentro del amino terminal (Giangrande y McDonnell

1999)..

es transcripcionalmente inactivo y se encuentra en el núcleo de células blanco, unido a un

complejo de proteínas de choque térmico (HSPs: HSP-90, HSP-70 y P59) (Beato et al,,

1987; Pratt, 1990; Picard et al.., 1990; Bagchi et al, 1991; Smith y Ton, 1993) fias la

unión al ligando, el recepto: sufre un cambio en su conformación, que resulta en la

disociación de un receptor monomérico del complejo de proteínas de choque térmico (Alian

et al., 1992 a, b; McDonell et al., 1995),. Los receptóles unidos al ligando después

dimeiizan e inteíactúan con los elementos de respuesta a piogesterona (PREs) dentro de la

legión reguladora de genes blanco (Beato et al.,, 1987),. Posterior a la unión con el DNA, el

complejo esferoide receptor puede impactar positivamente o negativamente la transcripción

del gen blanco, dependiendo del contexto celulai o del promotor. Los análisis genéticos,
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bioquímicos y farmacológicos de este último paso en la vía de transducción de señal del PR

han revelado al menos dos mecanismos poi los cuales se influye en los mecanismos de la

tiansciipción a nivel del gen blanco.. Específicamente, se ha determinado que el receptor,

una vez activado por el ligando, puede inteíactuar de forma directa o indirectamente con

componentes de la maquinaria de transcripción geneial (GTM) a través de proteínas co-

acíivadoias o de proteínas adaptadoras (Klein-Hitpass et al, 3990; Ing et al, 1992;

Halachmi et al,, 1994; Oñate et al,, 1995; Cavaillés et al, 1995; LeDourin et al., 1995;

Hanstein et al, 1996; Voegel et al., 1996; Kamei et al.., 1996) Estas diferentes vías de

activación tianscripciona! no son mutuamente exclusivas y son diferencialmente utilizadas

por el PR en distintas células, dando así, una explicación para las actividades célula-

selectiva que son manifestadas por diferentes ligandos.. Más importantemente aún es que

puede ser posible desarrollar fármacos que funcionen como progestinas o antiprogestinas

de manera tejido-selectiva,, Además, de lo complejo de la vía de tiansducción de señal del

PR, está el hecho de que existen dos isoformas, de este receptor, PR-A y PR-B (Lessey et

al, 1983)

Las isoformas A y B del receptor de piogesterona y su papel en la farmacología

El PR humano existe en dos isofoimas: el IIPRB (114 kDa) y el hPRA (94 kDa) (Lessey et

al,, 1983) (Figura 3), El hPRA es una forma truncada del hPRe, por no presentar los

primeros 164 amino ácidos del N-terminal. Ambas isoformas han sido identificadas en

varías especies, con excepción del conejo, donde sólo se ha detectado el hPRB (Loosfelt et

al, 1986)., En los humanos, las dos isoformas son transcritos de dos promotores estrógeno-

inducibíes distintos por iniciación altetnativa de la tiansciipción dentro de un gen del PR de

copia simple (Kastner et al, 1990; Gronemeyer, 1993), Bajo algunas circunstancias el

IIPRA y el hPRe están presentes en células blanco en cantidades equimolares; sin embargo,

se han observado diferencias en el nivel de expresión relativo de estas dos isoformas en

algunos sistemas (Lessey et al., 1983) Específicamente en el útero la proporción

hPRA:hPRe fluctúa de 50:1 a 2:1 durante el ciclo menstrual, debido principalmente al

incremento en el nivel de expresión del ÍIPRB (Wiehle et al,, 1995) En otros casos se han

31



informado bajas proporciones del IIPRB, sobre todo en tumores primarios de mama así

como en cánceres endomettiales (Giaham et al., 1995, 1996; Kumar et al.., 1998)

PRE

GTM

TATA
PRE

Figura 2,. Mecanismo de acción del receptor de progesterona.. Después de la unión del ligando, el PR sufre

un cambio conformacional distinto, que es caracterizado poi la fosforilación del receptor, desplazando las

proteínas de choque térmico y la dimeiización del receptor Una vez en el núcleo, el receptor dimer izado

interactua con su respectivo elemento en el DNA, donde e¡ estado de fosforilación de! receptor está además

aumentado Et dímeio del receptor- unido a! DNA recluta las proteínas adaptadotas que unen al aparato

general de transcripción (GTM). La interacción con el CTM resulta en mediar ia modulación de ia actividad

de la RNA polimerasa (Giangrande y McDonnell 1999)
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Como consecuencia de la presencia de dos formas del PR, es posible ía existencia de tres

estados distintos de hPR: monómeíos A:A, heterodímeros A:B, y monómeros B:B

(DeMaizo et al., 1991,1992).. Dado que las ísofoimas A y B del hPR no son ñincionalmente

equivalentes, es probable que las bes formas diméricas del receptor activado no son

funcionalmente idénticas.. De esta manera, las diferencias en la expiesión podrían

influenciar la respuesta celular1 por progestinas y antiprogestinas.

Pmll

hPR-B

hPR-A

cPR-A

Región variable

Figura 3, Secuencias similares entre las isoíórmas del PR. Las regiones de menos homología están

localizadas hacia la región 5 del único sitio de restricción Pmí I presente en ambos receptores (55% de

similitud, 30% de identidad) Las regiones de alta homología se encuentran hacia la región 3 del sitio de

restricción Ptnl í (90% de similitud, >72% de identidad). HPR-8, receptor de piogestetona humano-B; hPR-A,

receptor de piogesterona humano-A; cPR-A, receptor1 de progesterona de pollo-A; HBD, dominio de unión a

ia hormona; AF-2, función de activación -2 ; DBD, dominio de unión al DNA; AF-1, función de activación -

1; AF-3, función de activación-3 (GiangtaTídeyMcDonnelI 1999)..
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Los trabajos iniciales realizados sobre las propiedades bioquímicas de las isoformas del PR

humano indicaron que los dos ieceptores tienen afinidades similares de unión al ligando y

al DNA (Chrístensen et al, 1991) Los estudios realizados utilizando sistemas de

transcripción de respuesta a piogesterona en varias células de mamíferos, reveló que el

IIPRA y el hPRe tienen diferente especificidad por el promotor (Vegeto et al., 1993).

Además, las actividades transcripcionales de estas isofbimas mostraron ser distintas,

dependiendo del contexto celular o de] promotor (Tüng et al,,, 1993; Vegeto et al, 1993;

Wen et al.., 1994; Chalbous y Galtier, 1994; McDonnell et al, 1994). En algunos contextos

examinados, el hPRe funciona como un activador de genes reporteros conteniendo los

clásicos PREs; sin embargo, el hPRA fue inactivo transaipcionalmente (Tung et al.,, 1993;

Vegeto et al, 1993)., Los análisis realizados demostraron que, en ese contexto celular,

donde el hPRA no activa la transcripción, este receptor podría funcional como un fuerte

represor transdomínante, dependiente del ligando, de la actividad del hPRe (Vegeto et al,

1993)

Una de las características interesantes de la familia de receptores esferoidales es que,

aunque cada uno es responsable para una vía reguladora y responde a hormonas

estiucturalmente distintas, existen varios puntos de convergencia e intercomunicación entre

las vías de señalización., Específicamente, el IIPRA, además de modular la actividad

transciipcional del hPRe, también funciona como un factor represor transdominante de la

actividad transcripcional de otros receptores esteroides humanos tales como el GR, el

receptor de andrógenos (AR), el MR, y el ER Esta observación no se ha identificado en

otros miembros de la familia de receptores nucleares (Tung et al.., 1993; McDonnell y

Goldman, 1994; McDonnell et al,, 1994; Wen et al, 1994; Kraus et al, 1995)

Progestinas sintéticas

Las progestinas sintéticas son esteroides que simulan los efectos de la P4. Específicamente,

las progestinas se definen como agentes que inducen cambios secretóles en el endometrio

proliferativo y se pueden clasificar como naturales y sintéticos..
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Las progestinas sintéticas pueden clasificarse de acuerdo con la molécula esteroide básica,

las que derivan de la molécula deí pregnano como la 17-hidroxiprogesterona y aquellas que

se derivan del esttano y androsíano como la 19-nortestosterona (McGynty y Djeressi 1958),

dentro de este último grupo se encuentran la N£T y el GSD Las cuales son ampliamente

utilizadas en la regulación de la fertilidad y en la terapia clínica, debido a sus propiedades

biológicas (Hilliardd et al., 1966).. En 1938 se demostió que la manipulación de la molécula

de testosterona modifica de forma radical su actividad; de androgénica a progestogénica..

Sin embargo, en 1951 Djerassi y cois,, sintetizaron el compuesto más importante de esta

serie, la NET, y originaron el desarrollo de toda la generación de agentes progestacionales

En la década de los 70's, con el objetivo de disponer' de anticonceptivos homionaies orales

con una mayor selectividad progestacional, se desarrolló una serie de compuestos entre los

que destacan el gestodeno (GSD), que junto con el desogestrel, el acetato de nomegestrol y

el norgestimato constituyen la teiceía generación de progestinas sintéticas (Wilde y

Balfoui, 1995)., Las combinaciones de progestinas y estrógenos inhiben la secreción de

gonadotropinas, lo cual previene la ovulación; alteran el moco cervical, las características

del endometrio y ía movilidad y secreción de las trompas disminuyendo la posibilidad de

concepción e implantación.,

El receptor de estrógenos

Los estrógenos juegan un papel crítico en el crecimiento, desarrollo y mantenimiento de

diversos tejidos., Ejercen sus efectos fisiológicos vía el receptor1 de estrógenos (ER), que

funciona como un regulador transaipcional ligando activado, El ER pertenece a la familia

de receptores nucleares (NRs) eucarionte de factores de transcripción (Tsai y O'Malley

1994),, Ambos subtipos del ER (ERa y ERp) exhiben la organización característica de los

dominios de los NRs que incluyen un dominio variable de transactivación N-terminal

(AFI), un módulo de unión al DNA altamente conservado con dos dedos de zinc y un

dominio de unión al ligando (HBD) C-teiminaL El LBD es multifuncional y además tiene

un sitio de reconocimiento al ligando conteniendo las regiones para la dimerización del

receptor y transactivación dependiente del ligando (AF2)., En la ausencia de la hormona, el

15



ER está unido a un complejo inactivo, reprimido por moléculas chaperonas. La unión de la

hormona al HBD de los ERs incluye un cambio conformacional en el receptor1 que lo libera

del complejo de proteínas de choque téimico, facilitando la homodimerización y

subsecuentemente unión a secuencias de DNA específico localizado en las regiones

reguladoras de los genes responsivos

Los subtipos a y p del ER y sus ligandos selectivos

Por largo tiempo se creyó que los efectos de los estrógenos eran mediados por un único ER,

el cual fue clonado hace más de diez años (Green et al.., 3986, Greene et al., 1986). Sin

embargo, recientemente un segundo ER, denominado ERp, fue identificado y clonado a

partir de la próstata de la rata (Kiuper et al.., 1996).. Este hallazgo fue seguido por1 la

clonación de difeientes formas del ERp del testículo humano y del ovario del ratón

(Mosselman et al., 1996, Enmark at al, 1997, Tremblay et al, 1997, Ogawa et al., 1998a).

La piesencia de dos ERs (el primero descrito originalmente se conoce como ERa) indicó

que el mecanismo de acción biológica de los estrógenos y drogas sintéticas y naturales

relacionadas era más complejo de lo que se había pensado.. Más complejo aún fue: 1) La

identificación de isofbrmas del ERp, uno con un N-teiminal prolongado (Ogawa et al.,

1998a) y otro con una inserción de 18 aminoácidos en el HBD (Chu and Fulleí 1997,

Petersen et al, 1998) y 2) la demostración de que el ERa y el ER{3 pueden formar

heteíodímeíos (Ogawa et al, 1998 a y b)

El ERp es codificado poi un gen diferente del que codifica al ERa, (Kuiper et al.., 1996;

Mosselman et al.., 1996; Katzenellenbogen y Koiach 1997),. Estos difieren principalmente

en el dominio N-terminaí A/B, teniendo sólo 18% aminoácidos de identidad. También son

sustancialmente difeientes en el HBD mostrando sólo 56% de aminoácidos de identidad

(Figura 4) La grandes diferencias en los dominios AF-1 sugieren que la activación

transcripcionaí de diferentes genes responsivos a estrógenos por los ERs a y P deben

mostrar patrones diferentes, de tal forma que se aprecia que la activación del gen está

influenciada por factores promotor y célula específicos (Katzenellenbogen et al,., 1996;
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Tzukeiman et al.., 1994; Beiry et al., 1990; Montano et al, 1995) y por interacción

sinergística entre los dominios de activación del receptor N-terminal y C-terminaí (Kiaus et

al, 1995),

A/B

ERa

mRNA

P i ote [na

ERp

mRNA

Pr oleína

Figura 4. Esquema de los mRNAs y las proteínas que codifican para el ERa y el ERp. Se muestran las

secuencias que codifican pata los mRNAs de cada uno de los teceptores de estrógenos así como las

Idealizaciones apioximadas de aquelías secuencias que codifican los dominios modular1 específicos de las

proteínas del receptor.. Se muestran los dominios estructurales de estos receptores (A/B,C,D,E y F), así como

los dominios de unión a la hormona, unión al DNA y funciones de transactivación (AF-1, AF-2)(Couse et a!,

1997)..

Los estudios de los subtipos del ER a y |3, así como de los plásmidos quiméricos

preparados con ambos receptores para examinar las bioactividades de estos y su respuesta a

ligandos esttogénicos y antíestiogénicos (Mclnerney et al, 1998), mostraron que la

actividad transcripcional del ERp es dependiente del contexto célula/promotor y de la
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naturaleza del ligando. De maneía interesante es el hecho de que, antiestrógenos tales como

el tamoxifeno y 2-fenilbenzofuran, que muestian actividad con el ERcc, no exhiben

actividad agonista a través del ERfi El remplazo del dominio A/B del ER|3 (Figura 4) con

el dominio A/B del ERa resultó en un recepto: quimérico que mosttó mejoi respuesta

transcripcional para los estrógenos e, interesante esta quimera ERct/p fue capaz de activar

la transcripción bajo el tratamiento con estos antiestrógenos. Se obseivó efecto

antiestrogénico con la quimera ERpVa conteniendo el dominio N-teiminal A/B del ERp

unido a los dominios C a F del ERa, pero fue restablecido en la quimera ERa/p

conteniendo el dominio A/B del ERa, así que el efecto antiestrogénico se obseivó ser

depender del dominio A/B (región que contiene la función de activación 1) del ERa., Estos

resultados indicaron que las diferencias en las legiones N-terminal del ERa y el ERp

contribuyen a las diferencias en la actividad tianscripcional célula y promotor1 específico de

estos receptores, y su habilidad para responder a diferentes ligandos, dando así lugar a un

mecanismo para la regulación diferencial de la transcripción por estos dos ERs (Mclnerney

et al.., 1998)..

Ya que el ERa y el ERP tiene secuencias primarias significativamente diferentes en sus

HBD, es razonable que estos subtipos del ER unan a algunos ligandos con diferente

afinidad y que estos íigandos tengan también diferentes caracteres de agonismo o

antagonismo mediado por los dos receptores.. Debido a que ambos receptores tienen

coincidencias pero también diferencias en su distribución tisulai (Kuiper et al.., 1996;

Mosselman et al, 1996; Kuiper et al., 1997), así como diferencias en la interacción del

ligando o actividad con los dos ERs esto podría traducirse en diferencias importantes en sus

acciones biológicas a nivel del tejido

Para identifica: compuestos con actividad selectiva por los subtipos del ER, se examinaron

algunos ligandos para el ER, de los que se identificaron vatios ligandos no esteroidales que

muestran diferencias pronunciadas subtipo-selectiva en la unión al ligando y en la potencia

transcripcional o eficacia del ERa y el ERp\. A este respecto, el compuesto pirazol mostió

sei selectivo en activa: la transcripción de genes reporteros a través de su interacción con el

ERa.. Este compuesto fue 120 veces más potente en estimular el ERa comparado con el
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ERp.. Poi otia paite, otio compuesto no esteroidal denominado tetrahidrocriseno (THC),

mostró ser agonista paia el ERct y antagonista selectivo para ERp (Sun et a l , 3999)

Posteriores investigaciones han revelado que el carácter antagonista en los Ugandos THC

paia el ERp depende de una vía progesiva en el tamaño y disposición geométrica de grupos

sustituyentes (Meyeis et al.,, 1999).. Además, los antagonistas que son selectivamente

efectivos en el ERp pueden tenei estructuras que son muy diferentes de los antiestrógenos

típicos (tamoxifeno, raloxifen, ICI 182780) que son antagonistas para ambos ERa y ERp,,

Otros compuestos que han sido identificados son incluso potencialmente más selectivos por

el ERa que el pirazol, mientras otros son agonistas selectivos para el ERp..
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ANTECEDENTES

Estudios pieliminates han sugerido que las piogestinas sintéticas ampliamente usadas paia

la regulación de la fertilidad, además de ser reconocida por el receptor1 de progesterona

(PR), son también reconocidas por otros receptores esteroides,, Además, se ha infoimado

que una variedad de efectos hormonales han sido observados posteriores a su

administración en varias especies de mamíferos (Edgren et al, 1967)

Existen previas observaciones en que la noretisterona (NET), una progestina sintética,

derivada de la 19-nortestosterona, suprime significativamente los niveles de la hormona

luteinizante (LH) en suero de mujeres posmenopáusicas (Pérez-Palacios, Fernández-

Aparicio et al., 1981, Pérez-Palacios et al, 1981) y de ratas hembras castradas (Larrea et

ai.,, 1983, Larrea et al.., 1984).. AI respecto, estos estudios demostraron que la liberación a

través de un anillo vaginal, de piogesterona en mujeres posmenopáusicas no afectó las

concentraciones circulantes de gonadotropinas o modificó la respuesta de la LH hipofisaria

a la administración de la neurohorinona liberadora de gonadotropinas (GnRH),, Sin

embargo, la administiación de la NET, demostró su potente actividad inhibitoria a nivel de

las gonadotropinas circulantes en el suero, reduciendo también la concentración de la LH

hipofisaria. Estos resultados indican, que la NET tiene un mecanismo de acción en el

sistema neuroendocrino diferente al de la piogesterona natural., El efecto inhibitorio de las

gonadotropinas por NET, en este sistema, podría ser explicado por su potencia estiogénica

de acuerdo con el concepto de que los estrógenos ejercen una gran variedad de efectos en el

sistema nervioso central, incluyendo la regulación de las gonadotropinas., La NET también

suprimió significativamente las concentraciones de LH en suero de pacientes castrados

afectados con el síndrome de feminización testicular (resistencia a andrógenos); estos

pacientes carecen del receptores de andrógenos y al ser castrados son deficientes en

receptores para progesterona
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Estudio posteriores en ratas hembras castiadas, demostraron que ía administración de NET

induce la localización nuclear' del receptor de estrógenos (ER) en el úteio e hipófisis

anterior, de manera dosis y tiempo dependiente La máxima localización nuclear del ER en

ratas castradas ocurrió entie 2-4 hrs, después de la inyección de NET, lo cual correlaciona

con la supresión máxima de los niveles de la LH circulante.. El tamoxifeno (un competidor

por los sitios de unión del estrógeno con potencia antiestrogénica) anuló completamente en

estos animales la potencia antigonadotrópica de la NET (Larrea et al, 1984, Lariea et al.,

1987} Estos datos sugieren que las acciones inhibitorias de la NET sobre las

concentraciones circulantes de las gonadotí opinas fueron mediadas a tiavés de un

mecanismo de acción estrogénico.

En experimentos de unión in vitro se demostró que la NET no interactúa con el ER por lo

cual se pensó que esta progestina fiieía biotransformada a otros metabolitos con afinidad al

ER Subsecuentemente se mostró que la NET no sufre aromatización bajo condiciones in

vivo o in vitro. Sin embargo, debido a que un número de derivados reducidos en el anillo A

de NET han sido identificados en mujeres usando esta progestina como un agente

anticonceptivo (Braselton et al, 1979), se sugiiió que algunas formas derivadas de la NET,

formadas dentro de tejidos blancos, pudieran ser responsables de los efectos estrogénicos

observados (Figura 5),

Los análisis de desplazamiento del receptor utilizando la NET y sus derivados reducidos

con el PR, el ER y el AR demostraron que la potencia competitiva de la NET y sus

derivados para los sitios de unión del receptor citosólico difieren no sólo para cada receptor

sino también para cada compuesto en particular, La NET fue el competidor más eficiente

para el PR seguido por el 5a-dihidro NET (5aNET). La reducción enzimática en el anillo

A de la molécula de 5a-NET a sus compuestos tetrahidroreducidos (3a o 3p*), resultó en la

pérdida completa de su afinidad por el PR., En contraste, 5ccNET compite más

eficientemente por el AR que la NET El metabolito 3p,5a- tetrahidio NET (3|3,5a-NET)

fue el que mostró más alta afinidad poi el ER seguido por su alcohol epimérico 3a,5a. Sin

embargo, NET y 5ccNET no mostraron afinidad por el ER (Chávez et al, 3985) (Tabla 1)

21



C=CH

C'CH C=CH

Figura 5. Estructura molecular de la NET, el GSD y sus metabolitos reducidos en el anillo A. Todos los

compuestos son derivados de la 19-noi íestosterona, ios derivados 5-a dihidto y el 3a,5o> y el 3|J,5a-

tetiahidio de NET y GSD, respectivamente, fueion químicamente preparados por1 la dobie hidiogenación del

anillo A como se describe en la sección de material y métodos (Lattea et al.., 2001)

Con la finalidad de evaluar si la inteíacción de los metabolitos de NET con el ER podrían

inicial la respuesta celulai dependiente de esttógenos, se realizaron una serie de

expeiimentos para determinar los efectos de los compuestos 3fS,5a-NET y 3a,5a-NET en

la inducción del PR dependiente de estiógenos y el ciecimiento uteiino en ratas adultas

ovaiectomizadas Los estudios demostraron que el PR fue inducido de manera dosis

dependiente por- el 3p,5a-NET en la hipófisis anterior de ratas hembras castradas.. Además,

la administración del 3p,5a-NET resultó en un incremento significativo en el peso uterino a

expensas del crecimiento del miometiio y endometrio de modo similar al observado ene!
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Tabla 1. Afinidades de uniones relativas de NET y sus derivados para diferentes receptores esferoides..

PR receptor de progesteEona, AR receptor de andrógenos, ER receptor1 de esttadiol, nd no determinado

(Chávezetal., 1985)

NET

5a-NET

3a,5ct-NET

3p\5<x-NET

ORG-2058

E2

R-1881

PR

11.2

4.8

<0.1

<0.1

100

nd

nd

AR

8.1

14.8

<0.1

<0.1

nd

nd

100

ER

<0.1

<0.1

<0.1

6.3

nd

100

nd

grupo tratado con estradiol El deiívado 3a,5a-NET presentó baja potencia paia inducir el

crecimiento uterino, comparado con el 3p\5a-NET, paralelo con su baja potencia para

inducir el PR (Vilchis, et al, 1986). Las propiedades estrogénicas de los esteioides

sintéticos 19-nor reducidos están de acuerdo con los estudios utilizando los esteroides de la

serie C-19 en donde Thieulant et al,,, 1983 demostraron la translocación nuclear del ER

citosólíco en la hipófisis anterior- de ratas macho por el compuesto 3fS,5a-androstanediol,

así como la inducción del PR seguido de ¡a administración de este metabolito reducido en

el anillo A de testosterona.

Otros estudios demostraron que el tratamiento previo con tamoxifeno resultó en la

disminución significativa de la potencia antigonadotropica del 3p,5a-NET pero no del 5a-

NET, cuyo efecto fue solamente inhibido por la administración de acetato de ciproterona.

Estos resultados indican que las modificaciones estructurales de la molécula de la NET
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modula sus interacciones con los receptores de esteroides.. En efecto, la reducción del anillo

A de la NET, y probablemente otros derivados de la 19-nortetosterona, afectan su unión y

actividades biológicas in vivo mediado a través del PR e incrementan su potencia

estrogénica y su afinidad por el ER. La administración de estos compuestos a tatas hembras

castradas demostró que el 3P?5a-NET y el 5a-NET presentan mayor capacidad para inhibir

la iibemción de gonadotropinas en comparación con la NET1 (Larrea et al.,, 1987),

24



JUSTIFICACIÓN

La posibilidad de tener un ligando selectivo pieferencial para el ERa, ayudará en la

identificación de esíetoides sintéticos o naturales con diferentes afinidades lelativas para

ambos subtipos del ER. Además, futuras investigaciones con estos ligandos agonistas solo

para el ERa y no para el ERp, junto con estudios en animales knock out del ERa y/o ERp,

serían muy útiles para definir los distintos papeles de estos dos receptores tienen en los

efectos biológicos de los estrógenos en tejidos como glándula mamaria, el sistema vascular,

el hueso, el cerebro, entre otras, tanto en hembras como en machos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad estrógenica de NET y GSD y sus metabolitos reducidos en el

anillo A a nivel transcripcional, mediada por los receptores a y (3 de estrógenos

Objetivos particulares

1. Determinar los efectos hormonales de diferentes progestinas sintéticas derivadas de

la 19-nortestosterona, a través del ensayo de la actividad CAT, en células HeLa

transfectadas con el PRA O el PRB

2, Evaluar la actividad estrogénica de NET, GSD y sus correspondientes metabolitos

dihidio y tetrahido reducidos en células cotiansfectadas con vectores de expresión

para el ERa o el ERP y genes que contienen los elementos de respuesta paia

esüadiol

.3., Evaluar el efecto antiestrogénico de los metabolitos reducidos de la 19-

nortestosterona, a través del ensayo de la actividad CAT, en células transfectadas

con el ERa o ERp

4, Deteiminar la afinidad de unión a los ER a y [3 poi NET, GSD y sus metabolitos

ieducidos en el anillo A.
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HIPÓTESIS

Los efectos estrogénicos in vivo e in vitro de las progestinas derivadas de la 19-noi

testosteíona son debidos a la reducción del anillo A de su molécula originando metaboíitos

que inteíactúan selectivamente con receptores estrogénicos.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Reactivos

El estradiol no radiactivo: I,3,5(10)-estratrien-3,17j3-diol filé de Sigma Chemical Co,. (St

Louis, Mo., [2J4,6,7-3H]Estiadioi ([3H]E2; actividad específica 72 Ci/mmol) y el
3[H]cloranfenicol (actividad especifica 38,9 Ci/mmol) se compró de DuPont NEN Research

producís (Boston, MA). La radiactividad se determinó en un espectrofotómetro de centelleo

líquido Beckman LS6500 (Beckman Instruments, CA)., El medio de cultivo celular se

compró de Life Technologies (Giand Island, NY), El suero bovino fetal (FBS) de Hyclone

Laboratories, Inc (Logan, UT) Todos los solventes y leactivos utilizados fueron de giado

analítico,, La NET (17a-etiniI-17p-hidroxi-4-estren-3-ona) y el GSD (13p-etil-17a-etinil-

17p-hidroxi-4,15-gonadien-3-ona fueron donados por Schering Mexicana, S.A. (México

City) y Schering AG (Berlín, Germany) respectivamente La síntesis de los

correspondientes 5a-dihidro (5a-NET y 5o>GSD), y los tetrahidio derivados 3a,5a-

(3a,5ct-NET y 3a,5a-GSD) y 3p,5a-(3p,5a-NET y 3p,5a-GSD), incluyendo la

descripción de sus correspondientes constantes físicas o químicas fueron descritas

previamente (Vilchis et al.,, 1986, Lemus et al., 2000).,

Plásmidos

El plásmido pLEN-hPR.A fue construido al insertar el DNA complementario (cDNA) de

longitud completa del PRA en el sitio de restricción BamHI del vector de expresión de

mamífeio pLEN (Fnedman et al,, 1989). El pLEN-hPRB fue generado por insertar el cDNA

de longitud completa del PRB en el sitio Bam HI del vector' pLEN. Los vectores de

expresión para el ERa y el ERf3 humano (pCMVs-hERct y pCMV5-hERp) conteniendo la

secuencia completa que codifica para el ERa y el ERP fueron donados por1 los doctores
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B,S Katzenellenbogen, Universidad de Ilinois (Urbana, Illinois) y I-A. Gustafsson,

Katolínska Institute, Huddíinge, Suecia, respectivamente El plásmido reportero de

respuesta a estiógenos (ERE-Eíb-CAT) contiene un fragmento del promotor del gen de ía

vitelogenina A2 (posición -331 a -87 en ia posición .5 de la caja Eld TATA adenovims

fusionada al gen de la cloranfenicol acetil transferasa (CAT) (Smith et al.., 1993). El

plásmido PRE-Eib-CAT se utilizó como el gen reportero tanto para el PRA y el PRB (T'sai et

al., 1989),.

Preparación de bacterias competentes

Se inoculó una colonia única de bacterias de E, Coli de la sepa DH5a en 10 mi de medio

LB. Se dejaron ciecer toda la noche a 37°C con agitación moderada, 200 revoluciones por

minuto (rpm)., Al día siguiente se inoculó 1 mi del cultivo en 100 mi de LB con suficiente

aireación.. Se incubaron a 37°C en agitación y cuando se encontraron a una densidad óptica

(D,O)590nm de 0.375 se tomó una alícuota del cultivo de 50 mi en un tubo estéril ñío y se

dejó en hielo de 5 a 10 minutos. Posteriormente se centrifugaron las células a 3000 ipm por

7 minutos a 4°C, el precipitado se resuspendió suavemente en 10 mi deCaCb frío., Las

bacterias se centrifugaron 5 minutos a 2500 rpm a 4°C, El precipitado se resuspendíó en 10

mi de CaCl2 ñío y se dejó en hielo durante una hora. Se alicuotó las bacterias y se

congelaron inmediatamente a -70°C.,

Transformación de bacterias competentes

Se adicionó 10 ng del DNA de interés a 100 ul de bacterias competente, se mezcló

suavemente y dejó en hielo durante 30 minutos.. Posteriormente las bacterias se incubaron a

42°C por 45 segundos e inmediatamente se pasaron a hielo por 5 minutos. Se adicionó I mi

de medio LB y se agitó 1 hora a 37°C. Se sembraron 20 u.1 del cultivo en cajas de LB-agar

conteniendo antibiótico (50 ixí/ml de ampicilina) para seleccionar- las bacterias

transformadas e incubó 16 hrs. a 37°C Se picó una coionia simple del plato que contiene el
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DNA de interés y cieció en 5 mi de medio LB con antibiótico a 37°C por 8 hrs. con

agitación vigoiosa (300 ipm) Se adicionó glicetol al 1.5%, se aücuotó las bactetias y se

congelaron a -70°C

Purificación y verificación de los piasmidos

La purificación y verificación de los DNAs se realizó usando QIAprep® Mimprep

(QIAGEN Inc.,, Valencia, CA) de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante Se

inoculó 5fil de bacterias transformadas en 5 mi medio LB (50 ui/ml de ampicilina), se

crecieron a 37°C durante 17 hrs.. Se centrifugó a 13000 rpm y el precipitado bacterial se

resuspendió en 2.50 ui de solución Pl, se adicionó 250 jal de la solución P2, se inverüó eí

tubo de 4 a 6 veces. Se adicionó 350 u.1 de la solución N3 se mezcló por inversión del tubo

de 4 a 6 veces.. Se centrifugó a 13000 ipm por 10 minutos,. El sobrenadante se adicionó a la

columna de QIAprep y se centrifugó 3 minuto, Se lavó la columna adicionando 500 u.1 de

solución PB y se centrifugó 1 minuto Se lavó la columna con 750 mi de la solución PE y

centrifugó 1 minuto Se recuperó el DNA por centrifugar nuevamente la columna. El DNA

se resuspendió en agua y se determinó su concentración por espectrofotometría de luz UV.

Se analizó la pureza e integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% en una

solución de corrida TBE 1 X

Maxi preparación

La purificación y extracción de los DNAs se realizó usando QIAfüter® Plasmid Maxi

(QIAGEN Inc, Valencia, CA) de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante. Se

inocularon 250 ixl de bacterias conteniendo el DNA de interés en 2.50 mi de medio LB (50

f.Ll/ml de ampicilina).. Se crecieron a 37°C durante 16 hrs.. con agitación vigorosa (300 rpm),

Se centrifugó a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C y el precipitado se resuspendió.en 10 m! de

ia solución Pl . Se adicionó 10 mi de la solución P2, se mezcló e incubó a temperatura

ambiente por 5 minutos Se adicionó 10 mi de la solución P3 y se mezcló El Usado se
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adicionó a la columna QIAfilter cartí idge e incubó a temperatura ambiente 10 minutos. Se

insertó el embolo en la columna QIAfilter cartridge y el lisado se pasó a la columna

QIAGEN tip Maxi previamente equilibrado con 10 mi de la solución QBT. Se permitió que

el lisado pasará por la columna por gravedad Se lavó dos veces la QIAGEN tip con 30 mi

de la solución QC y se eluyó el DNA con 15 mi de la solución QF. El DNA se precipitó

con 10.5 mi de isopropanol, se centrifugó a I10Q0 rpm durante 30 minutos a 4°C, El

precipitado se lavó con 5 mi de etanol al 70 % y se centrifugó a 11000 ipm 10 minutos, El

DNA se resuspendió en agua y se determinó su concentración por1 espectrofotometría de luz

UY. Se analizó la pureza e integridad del DNA poi electrofóresis en gel de agarosa al 1%

en una solución de corrida TBE 1 X,

Cultivo celular

Las células HeLa (línea epitelial de carcinoma de cerviz humano) fueron mantenidas en

cultivo a 37°C en una atmósfera de humedad y 5% de CO2 en medio Dulbecco's Modiííed

Eagle's (DMEM) con rojo de fenol alto en glucosa (Gibco BRL, Ufe technologies)

suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS); 100 uVml de penicilina y 100 jig/ml de

estreptomicina Las células fueron pasadas tres veces por semana usando tiipsina-EDTA

(0.25%),.

Transfeccíones y actividad de la cloranfenicol acetil transíérasa (CAT)

Las células Hela fueron sembradas un día antes de la transfección, a una densidad de 2.75

X 10 células por pozo, en medio Dulbecco's Modified Eagle's sin rojo de fenol alto en

glucosa (DMEM-HG), el cual fue complementado con 5% FBS libre de hormonas

esteroides y 100 \x/m\ de penicilina y 100 jig/ml de estreptomicina e incubado en 5% de

CO2 a 37°C, Al día siguiente, las células HeLa se observaron en un microscopio para

verificar la confluencia celular (30% al 50%) Las transfecciones se realizaron por

triplicado usando SuperFect™ (QIAGEN Inc., Valencia, CA) de acuerdo al protocolo

descrito por ei fabricante, Se adicionó el DNA (liag del plásmido reportero y 0.025-0 5 u-g
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del vector de expresión del receptor esteioide correspondiente) a medio libre de suero (0.1

mi), se mezcló y adicionó 10 \xl del reactivo SuperFect™ y se agitó durante 10 segundos..

Se incubó a temperatura ambiente por110 minutos y 0,6 mi de DMEM-HG fue adicionado a

cada muestra. El medio conteniendo el complejo de transfección se adicionó a las células

en monocapa, las cuales fueron previamente lavadas con PBS. Las placas se incubaron por1

3 h a 37°C en 5% de CO2 Después de la incubación, las placas conteniendo el complejo de

transfección se lavaron con PBS y 3 mi de DMEM-HG se adicionó a cada pozo

Veinticuatro horas después, el medio se reemplazó con medio conteniendo ios compuestos

de interés en varias concentraciones (10'12 M a 10'6 M) Se utilizó Dimetil sulfoxido

(DMSO) o etanol (ETOH) como vehículo,, Al día siguiente del estímulo se prepararon los

extractos celulares. Brevemente, el medio se aspiró de cada pozo y los platos se lavaron con

2 mi de PBS, se aspiro el medio y se adicionó 1 mi de TEN frío a cada pozo, se removieron

las células de las cajas y el contenido de cada pozo se transfirió a un tubo de 1 5 mi.. Los

tubos se centrifugaron a 13200 rpm por 10 minutos a 4°C, Se descarto el sobrenadante y

adicionó 80 JJ.1 de Tris-HCl 0 25 Mm, pH 8,0, las muestras se mantuvieron en hielo durante

el proceso.. Se realizaron tres ciclos de congelación (utilizando nitrógeno líquido) y

descongelación (37°C).. Posteriormente se cuantificaron las proteínas por el método de

Bradford utilizando el reactivo de Protein Assay Dye Reagent Concéntrate (Bio-Rad). La

actividad de la CAT se evaluó utilizando 5u.g de proteína, 2.5 fig de butiril coenzima A

(Sigma Chemical Co, MO), y [3H] cloranfenicoí (0.01 ud/ul) (Du Pont), se mezcló e

incubó a 37DC por una hora,, La reacción se terminó por1 adicionar 200 ul de 2:1

TMPD/Xylenes; se mezcló durante 2 minutos y centrifugó a 13200 ipm 3 minutos Se

transfirió 120 ui de la fase de arriba a un vial de centelleo., Se adicionó 2 mi de solución de

centelleo (Scintisafe Econo 1, Fisher scientific). La radiactividad se determinó en un

espectrofotómetro de centelleo líquido Beckman LS6500 (Beckman Instruments, CA)

(Cooney et al., 1992, Cooney et al., 1993, Seed and Sheen 1988). Los experimentos se

realizaron tres veces y cada uno por triplicado.. La significancias estadísticas para este

estudio se obtuvieron a través de la prueba de T de students donde la P fue menor a 0.05

comparada con el vehículo.
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Estudios de unión al receptor

La afinidad relativa de unión al receptor se determinó de acuerdo al método descrito por

Smith y Kreutnei (Smith and Kreutner 1998) La transferencia de DNA mediado por

adenovirus (Smith and Kreutner 1998, Allgood et a l , 1997) fue utilizada para transfectar

las células COS-1 con 3 jxg del vector- de expresión del receptor de estrógenos (pCMVs-

hERcc o pCMVs-h£Rp).. Veinticuatro horas después, las células se cosecharon y el extracto

total se preparó en TESH,. El extracto celular se incubó con 1 pmol de [3H]E2 y

concentraciones crecientes de E2 no marcado (0 005 a 5000 pmol) o los compuestos

sintéticos, por tres horas a 4°C. El esteroide libre se separó del esteroide unido al receptor

por absorción en un gel de hídroxiapatita Bio-Gel HTP (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA).

La cantidad de [3H]E2 unido al ER se cuantificó por conteo de la radiactividad.

Para la composición de las soluciones consultar apéndice
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RESULTADOS

Efectos de la reducción del anillo A de la NET y el GSD en la activación de la CAT a

través del PR

En la gráfica I se muestran los efectos de NET y GSD y sus correspondientes derivados

ieducidos en el anillo A sobre la actividad transcripcional mediada por el PR en células

HeLa transfectadas con los vectores de expresión para el PRA o el PRB, respectivamente

Las células fueron cotiansfectadas con el plásmido de expresión para el PRA (A y B) o PRB

(C y D) junto con el gen reportero de respuesta a progesterona y tratadas a una

concentración de 10"8 M de cada esteroide, incluyendo P4, Como se muestra en la gráfica 1,

tanto NET como GSD se comportan como agonistas para el PR. La actividad

transcripcional de GSD es mayor a través del PRA y el PRB cuando se compara con NEI o

Como se esperaba por informes previos de afinidad de unión relativa para el PR (Chávez et

al., 1985), la reducción de la molécula resultó en la pérdida significativa de la potencia

tianscripcional de NET y GSD (Gráfica 1A,C, y 1B,D respectivamente).. Los compuestos

5a-NET y 5a-GSD activaron la transcripción de la enzima CAT con menor potencia que

sus compuestos originales, más aún, los derivados tetrahidro 3a,5a- y el 3p,5a- de NET y

GSD ocasionan menor transactivación de los PRs comparada con los otros compuestos

Los datos obtenidos de los experimentos curva dosis-respuesta (1X10"12 a 1X10'6), gráfica

2, demostraron que el compuesto 3ct,5a- y el 3p\5a-tetrahidro derivados de NET tienen

aproximadamente de 500 a 1000 veces menor potencia transcripcional, como se juzga por

sus respectivos valores de EC50 obtenidos (tabla 2), cuando se comparó con los obtenidos

de sus correspondientes compuestos no reducidos Datos similares fueron obtenidos para

los metabolitos reducidos de GSD (tabla 3).
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Gráfica 1. Activación del PRA (A y B) y PRB (C y 0) por NET, GSD y sus metabolitos

reducidos. Las células HeLa fueron transfectadas tiansitoriamente con el correspondiente vector de

expresión del PR y el vector reportero PRE-Elb-CAT., Las células fueron cultivadas en presencia o

ausencia de 10"8 M de piogesterona (P4), NET, GSD o sus correspondientes dihidio y tetrahidro

derivados. Después de 24 hrs.. las células fueron cosechadas y se evaluó la actividad CAT como se

describe en la sección de material y métodos.. Los valores son ía media ± la desviación estándaí

(SD) de un experimento representativo realizado por triplicado Los datos son normalizados con la

actividad de P.i que es establecido como el 100 %
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Gráfica 2. Activación dosis dependiente del PRA (A y B) y el PRB (C y D) por NET (•) , GSD

(O) y sus metabolitos dihidro 5aNET (•), 5aGSD (D), y teíraliidio 3a,5aNET(A),

3p,5aNET(T), 3a,5aGSD(A), 3|3,5aGSD(V) reducidos. Las células HeLafiíeion cotiansfectadas

transitoriamente con los vectores de expresión para el PRA o el PRB y el gen reportero PRE-elb-

CAT y estimuladas con dosis crecientes (10"12 - 10"6) de cada compuesto, utilizando P4 ( • ) como

control Los valores son la media de un experimento representativo realizado por triplicado± SD..



Tabla 2. Dosis efectiva (EC5o%) de NET y sus metabolitos para la activación de la

transcripción a través del PRA y PRB-

P4

NET

5a-NET

3a,5cc-NET

3.p(5a-NET

2

9.

1.

4

6,

PRA

90 X I O"8

íoxio-"

.26 X I O"9

.62 X 10-*

,75 X 10"8

M

M

M

M

M

P R B

8 7ÓX~10-'°

8.16 X10"11

1 8OX1O"8

2.56X10"8

7.91 X 10"8

M

M

M

M

M

Tabla 3. Dosis efectiva (ECso%) de GSD y sus metabolitos para la activación de la

transcripción a través del PRA y PRB.

P4

GSD

5ct-GSD

5a3a-GSD

5a3ct-GSD

2

1

3

1

1

PRA

..9ÓXÍ0-8

36X10"11

75 X ICT10

06 X !0'8

,01 x ícr8

M

M

M

M

M

8.

1.

2

1

3

P R B

76X10-10

83X1O-11

.,29 X 10"9

.28 X 1O~S

.90 X 10-8

M

M

M

M

M
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Transactivación selectiva de los subtipos del ER

Dado los efectos in vivo e in vitro de los derivados reducidos en el anillo A no íénólico de

NET y GSD (Lairea et al,, 1987, Lemus et al.., 2000, Larrea et al., 1984), se examinaron las

actividades, poi separado, de los metabolitos sintéticos reducidos en el anillo A a través del

ERa y eí ERp En estos estudios, los efectos de GSD, NET y sus correspondientes dihidro

y tetiahidro derivados en la transcripción del gen reportero mediado por el receptor fueron

comparados con E2.. Como se muestra en la gráfica 3, de los ocho esteroides sintéticos

probados, tanto el 3p%5a-NET como el 3p\5a-GSD mostraron alta inducción de la

transcripción del gen reportero cuando las células HeLa fueron transféctadas

transitoriamente con el ERa, (Gráfica 3A y 3B) Los compuestos 5a-dihidro y 3ct,5a-

tetrahidro derivados de NET y GSD, presentaron potencias significativamente menores que

los compuestos 3p,5a-NET y 3p,5a-GSD Así que la reducción del anillo A de las

moléculas de NET y GSD resultó en un incremento de la actividad transcripcional mediada

por el ERa.. La incubación con 10'8 M de estos compuestos no mostró estimulación de la

transcripción de la enzima CAT en células HeLa transféctadas con el ERp (Gráfica 3C y

3D) De manera interesante los dos compuestos 3(3,5a-NET y 3p,5a-GSD a una

concentración de 10"8 M que presentaron una potencia transcripcional similar a la del E2 en

células transféctadas con el ERa (Figura A y B), no exhibieron actividad transcripcional

estadísticamente significativa comparada con una dosis similar a través del ERp Así que

inteiesados en el efecto agonista selectivo de los compuestos tetrahidro reducido de NET y

GSD, (Gráfica 4) se evaluó su comportamiento, con dosis crecientes (ÍO^M - 10"l2M),

sobre la transcripción de! gen reportero a través del ERa o el ER(3. Como se muestra en la

gráfica 4A, 3p,5a-NET resultó en la transactivación selectiva deí ER con una EC50 de 8.,4

X 10'i0 M ± 027 X10"!0 M. Estos valores fueron 100 veces menores, en orden de magnitud,

que los obtenidos con E2 (EC50 de 3.32 X 10"12 M ± 0 48 X10"12 M) Como también puede

observarse en la gráfica 4A, el 3p,5a-NET, a una dosis de 10'12 M a 10"7 M, no fue capaz

de estimular la transcripción del gen reportero mediado por ERp.. Sólo a concentraciones

altas de estos compuestos (10"6 M) el ERp fue capaz de estimular la actividad CAT

(EC5Ü de 7.2 X 10*7 M ± 0 1 X10'7 M).... Resultados similares se obtuvieron en la activación
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Gráfica 3. Efectos de NET, GSD y sus derivados dihidro y tetrahidro en ef ERa (A y B) y el

ER.P (C y D) mediante la actividad reportera del ERE-Elb-CAT. Las células fueron cultivadas

en ausencia (V) o presencia de 10"8 M de los correspondientes esteroides sintéticos y naturales Los

valores son la media de la ± SD de un experimento representativo realizado por triplicado.. Los

datos son normalizados con la actividad de Ej que es establecido como el 100 %
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Gráfica 4. Activación dosis dependiente del iERa (símbolos cerrados) pero no del

ERp (símbolos abiertos) por el 3p,5a-NET (A) y el 3p,5a-GSD (B). Las células HeLa fueron

cotransfectadas transitoriamente con los vectores de expresión para el ERa o ERp y el gen

lepoitero ERE-Elb-CAT y estimuladas en ausencia o piesencia de concentraciones crecientes de £2

(I0"l2-10"6 M) (círculos) o los derivadoa 3¡3,5a de NET y GSD (triángulos) Los valores son la

media de ± SD de un expei¡mentó representativo realizado por triplicado..
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Transcripcional a través del ERa y ERp con dosis decientes de 3p,5a-GSD (Gráfica 4B).

Sin embargo, el compuesto tetiahidto reducido de GSD no activo la transcripción a tiavés

del ERp a una dosis alta de 1 X 10"6 M

Estudios de antagonismo para los compuestos derivados de la 19-nor testosterona

Estudios previos (Sun et al.., 1999, Gaido et al., 1999), demostraron que algunos ligandos

selectivos paia el ERa mostraron ser potentes antagonistas para el ERp, asi que con el fin

de investiga!1 si estos compuestos actúan como antagonistas particularmente a tiavés del

ERj3, las células HeLa se cotransfectaron con los vectores de expresión pata el ERa o el

ERp junto con el gen reportero Para esto se utilizó E2 (1 X 10"9 M) en presencia o ausencia

de concentraciones crecientes (10'8 M a 10"6 M) de NET o GSD y sus correspondientes

derivados reducidos en el anillo A, o el antiestrógeno 4-hidroxitamoxifeno (T) (10"7 M)..

Como se muestra en la figura 5, con la excepción de 4-hidroxitamoxifeno ninguno de los

derivados de NET (panel C) o GSD (panel D), a vaiias concentraciones (10"s M a 10"6 M),

inhibieron significativamente la activación del gen reportero inducido por el ERP

Resultados similares se obtuvieron con el ERa (panel A y panel B)..

Estudios de unión al receptor de estrógenos

Las afinidades de unión relativa (ARB) de los tetrahidio derivados 3p\5a- de NET y GSD,

respectivamente, se determinaron en extractos de células COS-1 ttansfectadas con el

vector de expresión para el ERa o el ERp Como se observa en la figura 6, ambos

compuestos mostraron la habilidad de desplazar el [3H]E2 unido ai ERa (panel A) con una

ARB de Í..18 y 5.23 para el 3p,5a-NET y 3p,5a-GSD, respectivamente En contraste, estos

compuestos se comportaron como competidores débiles para los sitios de unión del ERp

(panel B), como se juzga poi sus correspondientes ARB (0..00418 y 0 039 para 3p,5a-NET

y 3p,5a-GSD, respectivamente)..
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Gráfica 5. Los compuestos GSD, NET y sus dihidro y terahidro derivados no antagonizan la

transactivacióa del ERa o el ERJ3. Las células HeLa fueron cotransfectadas transitoriamente con

e] vector de expresión para el ERa (A y B) o el ERP (C y D) y el gen reportero ERE-Elb-CAT. Las

células transfectadas se incubaron con ínM de E2 en presencia o ausencia de 10"7 M de 4-

hidroxitamoxifeno (T) o vaiias concentraciones (10"s a 10"6 M) de NET o GSD y sus

correspondientes sintéticos derivados reducidos Las incubaciones control se llevaron a cabo en

presencia sólo del vehículo (DMSO y etanol, o etanol más T) Los valores son la media de ± SD de

un experimento representativo realizado por triplicado, Los datos son normalizados con la actividad

de E2 que es establecido como el 100 %..
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Gráfica 6. Afinidad de unión relativa de E2 ( • ) , 3p,5a-NET (Y) y 3|3,5a-GSD (O) para el ERa

(panel A) y ERp (panel B). Los extractos de células COS-1 fueron transfectadas con los vectores

de expresión para el ERa o el ER.fi, las células fueron incubadas en presencia de 1 pmol de [" H]E2 y

concentraciones decientes (0.005 a 5000 pmol) de cada uno de ios competidores no marcados Los

valores son la media de un experimento representativo realizado por duplicado.
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DISCUSIÓN

El ER es un miembro de la familia de leceptores nucleares y funciona como un factor de

transcripción dependiente de la hoimona (Evans, 1988)., La tiansactivación por el ER es

mediada por dos funciones de activación (AF): AF-1 localizado en el dominio N-teiminal y

AF2 localizado en el dominio de unión al ligando (Tora et al.., 1989).. Recientemente un

nuevo subtipo del ER fue identificado y es preferentemente expresado en próstata y ovario

de rata y humano (Kuiper et al, 1996). Este receptor fue denominado el ERJ3 para

distinguirse del clásico ER (ERcc) Aunque la importancia biológica de la existencia de dos

subtipos del ER aún no es clara, la homología relativa (60%) entre sus respectivos dominios

de unión al ligando (Kuiper et al.., 1998) aumenta ía posibilidad de la existencia de Iigandos

naturales o sintéticos con características de unión específica para ambos subtipos del ER,

Así, la expresión diferencial de compuestos con actividad estrógenica dependerá de los

subtipos del ER y proveerá de una explicación para las acciones pleiotrópicas de los

estrógenos en los tejidos blanco (Kuiper et al.., 1997, Couse et al.,, 1997),

Nuestro grupo ha demostrado que los derivados sintéticos de la 19^noi testosterona son

biotransformados en otros metabolitos que exhiben diferentes propiedades a las de la

hormona original en los tejidos blanco (Stillwell et al.., 1972, Braselton et al., 1979, Larrea

et al.., 1987, Lemus et al., 1992).. La reducción en el anillo A de los derivados de la I9-nor

testosterona como la noretisterona (NET) y el gestodeno (GSD) a sus correspondientes 5 a-

dihidro y 3j3,5c<-tetrahidro derivados disminuye significativamente su actividad

progestacional, Mientras el metabolito dihidro-reducido se une principalmente al PR, el

metabolito tetrahidro-reducido pierde su actividad progestacionai y muestra actividad de

unión significativa por el ER y sus efectos estrogénicos in vivo (Larrea et al.,, 1987, Lemus

et al,,, 1992, Pérez-Palacios et al,,, 1992 Vilchis et al., 1986, Lemus et al, 2000).. Estas

observaciones apoyan ía idea de que un esteroide puede inducir efectos selectivos agonista

o antagonistas de su metabolismo en óiganos y tejidos blancos, así como de la
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disponibilidad de los receptóles esteioides y de 3a presencia de promotores responsivos a

esteroides y cofáctores

Los íesuítados del presente estudio apoyan observaciones previas, demostrando que la

doble leducción enzimática de los derivados de la 19-nor testosterona, pata la formación de

metabolitos reducidos en el anillo A, determinan sus actividades biológicas por medio de la

interacción diferencial con otros receptores esteroides diferentes al de P4 (Larrea et al,

1987, Lemus et al., 1992, Pérez-Palacios et al.., 1992, Lemus et al, 2000, Larrea et al,.,

1984).. En efecto, las propiedades esttogénícas intrínsecas de NET y GSD, dos derivados de

la 19-nor1 testosterona, son probablemente debidas a su biotransformación a derivados

3p,5a-tetrahidro reducidos (Larrea et al, 1987).. Además, este estudio demuestra

claramente la activación específica de la transcripción a través del ERa por dos compuestos

derivados de la NET y el GSD 3p,5a-NET y 3p,5a-GSD, respectivamente. Estos

resultados son de importancia para la caracterización de sus efectos biológicos de los

estrógenos mediados de subclases a través del ER..

Los resultados obtenidos de la afinidad relativa de estos compuestos por el ERa fueron

muy similares a los informados previamente utilizando citosol de útero de rata (Chávez et

al., 1985). Estas observaciones, junto con otros estudios de los efectos de la NET y 3p,5a-

NET sobre la liberación de la LH hipofisiaria, incluyendo sus efectos estrogénicos en el

endometrio de tatas hembras castradas (Larrea et al.., 1987, Larrea et al,, 1984)3 confirman

la activación de la transcripción y la unión selectiva del 3p\5a-NET al ERa y están de

acuerdo con la distribución relativa del ARNm de este receptor en diferentes tejidos de la

rata y el ratón (Kuiper et al., 1997, Couse et al,, 1997, Shughrue et al.., 1996, Shughrae et

al.,, 1997),. El ARNm del ERa se expresa principalmente en la hipófisis, útero, testículo,

epididimo y riñon, así que la respuesta estrogénica del 3p\5a-NET podría espetarse en

estos tejidos, Aunque estos hallazgos sugieren que el 3(3,5a-tetrahidro derivado de la NET

tiene acciones tejido-selectivas, la evaluación detallada de los efectos biológicos de estos

agonistas selectivos del ERa en los modelos knockout del ERa o el ERp son de interés

relevante
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La factibilidad de contar con un ligando selectivo preferencial para el ERct, como es el caso

del presente estudio, ayudará en el progreso de la identificación de esteroides sintéticos o

naturales con diferentes afinidades relativas para ambos subtipos del ER A este respecto,

se conoce que sólo aquellos esteroides C-19 con un grupo hidroxilo en el C-.3 y C-17 tienen

afinidad significativa poi ambos subtipos del ER (Kuipeí et al., 1997) Además, como se

muestra aquí, la orientación espacial relativa del anillo A con respecto al anillo B, como en

el caso de la hídroxilación y la 5a-reducción en el C-3 de la NET y el GSD podría ser

considerado también como una característica estructural importante para el reconocimiento

del ligando por el ERa Si otras modificaciones en la estructura del ligando, además de las

que ocurren en el anillo A, tal como sustituciones en el C-17 en posición alfa o la ausencia

del metilo angular en C-19 (Jordán et al f 1985) en la molécula de la NET y el GSD son

importantes para la unión selectiva al ERa, serán motivo de futuras investigaciones..

Estas observaciones son consistentes con estudios previos sobre la relación estnictura-

actividad (Tong et al,, 1997), en estos estudios la adición de sustituyentes en la posición

17a- del anillo esteioidal, aumenta la afinidad para el ERa, lo que está de acuerdo con los

hallazgos experimentales de este estudio, Además, los cambios moleculares secundarios a

la pérdida del metilo angular en C-19 que incrementan la movilidad y densidad electrónica

del anillo A, permiten el alineamiento del grupo 3f3-hidroxi y los átomos de hidrógeno del

anillo A creando un ambiente similar al estradiol, Existen otros ejemplos de compuestos

con diferencias en la actividad transcripcional a través de ambos subtipos del ER

Recientemente, dos nuevos ligandos para el ERa y el ER(3 han sido descritos (Sun et al,.,

1999). El primero es un compuesto piíazol no .esteroidal, con potencia agonista de 120

veces mayor1 para el ERa y e] segundo un derivado cis-dietil con actividad agonista para el

ERa y antagonista para el ERp De manera similar, Kuiper et al. (1997), informaron las

afinidades de unión relativas para el ERa y el ERp de un número de derivados

estrogénicos, incluyendo ciertos fitoestrógenos no esteroidales, tales como la genisteína..

Además estos autores presentaron evidencias de que los andrógenos naturales reducidos en

el anillo A son más selectivos para el ERJ3,, lo cual podría indicar la importancia de las

sustituciones en C-17 y/o la ausencia del grupo metilo en C-19 en su acoplamiento con ei

ERa, A este respecto los resultados de este estudio permiten discriminar de manera más
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apiopiada la afinidad relativa de unión y la capacidad de activaí la transcripción a través del

ERcc y del ERp facilitando estudios que conduzcan a establecer1 el papel funcional de

arabos receptores

Por otra parte, la mayoría de los cánceres de mama humano, por lo menos inicialmente, son

estrógeno dependientes y sufren regresión cuando son depiivados del soporte hormonal

Algunos pacientes cuyos tumores de mama caiecen del ER, raramente responden a la

ablación endocrina o al tiatamiento con antiestrógenos Poi el contrario otros pacientes con

cáncer1 conteniendo el ER el tratamiento es benéfico (Jordán 1994, Osborne et al., 1996) La

determinación inmunohistoquímica del ER en biopsias de tumoi se ha vuelto un

procedimiento clínico rutinario para evaluar la terapia Sin embargo, existe una proporción

de pacientes con tumores positivo al ER que no responden a la terapia endocrina o bien son

resistentes al efecto antiestrogénico del tamoxifeno.. Actualmente los procedimientos

disponibles para la identificación del ER se basan en anticuerpos específicos para el ERa

por lo cual no detectan proteínas del ERP El RNA mensajero del ERP ha sido detectado en

biopsias de cáncer de mama humano y en líneas celulares de cáncer de mama humano por

RT-PCR (reacción en cadena de la polimerasa reversa transcriptasa) y análisis de

protección de la RNAsa (Dotzlaw et al.., 1996, Enmark et al.., 3997).. La expresión del ERJ3

en células de tejidos normales aún no ha sido bien identificada y el posible papel del ERp

en tejido de mama norma! o en el desarrollo de cáncer de mama y/o terapia no es aún

conocido, por lo que la disponibilidad de compuestos con selectividad preferencial para los

subtipos del ER, como en e! caso del presente estudio, serán de gran utilidad en ciertas

condiciones en donde la administración del esteroide se encuentra contraindicada. La

identificación de compuestos selectivos por los subtipos del ER será de valiosa ayuda para

el desarrollo de nuevas acercamientos terapéuticos basados en las acciones hormonales y

provee una henamienta importante para examinar1 las funciones moleculares y celulares

específicas dependientes del ERa y el ERp

En el presente estudio, se evaluó la actividad estrógemca de NET, GSD y sus metabolitos

utilizando genes reporteros dependientes de la actividad estrógenica Los resultados

demostraron que a concentraciones bajas ios derivados 3p,5a-tetrahidro de NET y GSD

(3p,5cc-NET y 3p;5a-GSD, respectivamente) activan selectivamente al ERa y poseen
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actividad agonista débil a concentraciones altas poi el ERP En íesumen, los datos

presentados demuestran la identificación de dos tetrahidio derivados de la NET y el GSD

que unen y activan selectivamente la transcripción vía el ERcc Estos compuestos, además

de sus aplicaciones terapéuticas y científicas, ayudarán a la identificación de ligandos

sintéticos y naturales específicos pata los subtipos del ER



CONCLUSIONES

Los metabolitos dihidro y tetrahidro reducidos de la NET y el GSD pieiden actividad

progestacional, pero adquieien actividad estrogénica cuando fueron evaluado en células

HeLa transfectadas transitoriamente con vectores de expresión pata los receptores de

piogestemna y estradiol.,

La actividad estrogénica de los derivados tetrahidros reducidos de la NET y el GSD a

nivel transcripcional es debida a su efectos agonista y selectivo sobre receptores alfa

estrogénicos.,

El efecto selectivo de los compuestos 3p,5a-NET y 3p\5oc-GSD sobre el receptor de

estradiol alfa se debe a la unión selectiva por este receptor.
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APÉNDICE

Medio de cultivo líquido LB (Luiia Beitani) (1000 mi.)

1 Og de triptona; 5 g de extracto de ievaduta; 10 de NaCI; pH 7,5.. Esterilizar por autoclave.

Almacenar1 a 2-8°C.

Medio de cultivo LB sólido (agar) (1000 mi.)

ÍOg de tiiptona; 5 g de extracto de levadura; 10 de NaCI; 5 g de agar pH 7.5,, Esterilizar- por

autoclave..

Almacenar a 2-8°C

Solución Pí

50 mM Tiis.Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100 |ig/ml RNasa A

Almacenar a 2-8° C,

Solución P2

200mMNaOH;l%SDS

Almacenar a temperatura ambiente.

50



Solución P3

3 0 M acetato de potasio, pH 5 5

Almacenar a temperatura ambiente..

Solución QBT

750 mMNaCl; 50 mMMOPS, pH 7.0; 15% isopropanoí; 0 15 % Tritón X-100

Almacena! a temperatuta ambiente.

Solución QC

1.0 MNaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopiopanol

Almacena: a temperatura ambiente,

Solución QF

1.25 M NaCl; 50 mM Tris CL, pH 8.5; 15% isopiopanol

Almacenar1 a temperatura ambiente.

Solución EB

10mMTrisCl,pH8.5
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Gel de agarosa al I % en TBE

0.33 g de agatosa; 33 m! de TBE IX; 0 5 ug/mi de bromuro de etidío..

Araoitiguador de carga para DNA 6X

0.25% Azul de bromofenol; 0.25% xileno cianol; 15% fícoll (tipo 400).

Almacenar a 4°C.

Solución amortiguadoia TBE 5X (1 lt)

54 g Tris base; 27.5 g ácido bórico; 20 mi EDTA 0.5 (pH 8 0).. Esterilizar por autoclave.

Almacenar a temperatura ambiente

Medio para cultivo célula: Dulbecco's Modiííed Eagle's (DMEM) con iqjo de fenol alto en

glucosa (Gibco BRL, life technologies) suplementado con 10% de suero bovino fetal

(FBS); lOOu/ml de penicilina y lOOug/ml de estreptomicina,.

Almacenar a 4°C.

Medio para cultivo celular utilizado en la transfección DMEM sin rojo de fenol alto en

glucosa (Gibco BRL, life technologies) suplementado con 5% de suero bovino fetal (FBS);

1 % L-glutamina; 1 OOu/ml de penicilina y 1 OOjxg/ml de estreptomicina..

Almacenar a 4°C.
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lMdeCaCI2(l lt)

147gdeCaCl22H2O..

Solución CaClj

60 mM CaCI2; 15% gücerol; 10 mM PIPES pH 7.0.

Solución PIPES (5 OOmI)

1.5 g PIPES

Protocolo suero bovino fetal (FBS) tratado con caibón/dextian

1. Solución amortiguadora (llt): 10 mM hepes; 0.15 M NaCl; 1.5 mM MgCl2; pH 7.4;

adicionar 2.5% de carbón activado; 0,.025% de dexttan T-70. Incubar toda la noche

a 4°C con agitación.

2 Centrifugar a 2000 rpm poi 10 min..

3.. Decantar el sobrenadante y remplazar con 1 lt de FBS.

4., Mezclar fuertemente el carbón con el suero e incubar a 40C con agitación..

5. Centrifugar a 7000 rpm a 4°C durante 1 hoia

6.. Filtiai el suero inmediatamente en filtros de 0 22 iim..

7. Almacenar a-20°C.
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Preparación de 3H-CÍoranfemcol

3., 50 ni de 3H-Cloranfenicol; 450 fU de 0,25 M Tris; 500 ul de xyleno.

2, Mezclar 2 minutos y centrifugar a 13200 rpm durante 2 minutos.

3 Descartar la fase de arriba y adicionar 500 iil de xyleno,

4 Mezcla: 2 minutos y centrifugar- a 13200 rpm durante 2 minutos..

5.. Descartar la fase de arriba y transferir a un plato para permitir la evaporación de los

residuos del xyleno

6.. - Tomar 20 pl y adicionar 4 mi de solución de centelleo,, Determinar la radiactividad

en un espectrofotómetro de centelleo líquido Beckman LS6500

Solución TESH

lOmM Tris, pH 1.1; conteniendo lmM EDTA; 0.1% de monotiogliceiol y 0 4 M de NaCl.

Solución TEN

40 raM Tris-HCl, pH 8.0; ImM EDTA pH 8 0; 150 mM NaCl

Esterilizar en filtros de 0.22 (im y almacenar a 4°C.

Solución Tris-HCI lM,pH8,,0

78 82 g Tris-HCl

Esterilizar en filtros de 0 22 um y almacenar a temperatura ambiente
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