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RESUMEN

Estudios en este laboratorio han demostrado que la 1educcién enzimatica del anillo A de los
derivados sintéticos de la 19-nortestosterona se acompafia de la pérdida de la actividad
_progestacional y de la adquisicion de propiedades estrogénicas. Con la finalidad de conocer
si los cambios en la estructura quimica y bioldgica de estos esteroides meodifican su
actividad transcripcional, se estudié la habilidad de noretisterona (NEI) y gestodeno
{GSD), asi como de sus ‘metabolitos Sa-dihidre (SeNEY/5aGSD) vy 3B,5¢ tetiahidre
reducidos sobre la induccidén de genes progesterona y estrdgeno dependientes El objetivo
fue evaluar la actividad esteroidal de NET, G8D v sus correspondientes metabolitos
reducidos en el anillo A a nivel transcripcional, a través del uso de sistemas de
cotransfeccién con genes reporferos y vectores de expresion para cada receptor en
particular. Paza este proposito se utilizéd un sistema de transcripcidn que consistié en la
transfeccidn transitoria de células Hela con genes reporteros y vectores de expresion para
los receptores de estrogenos (ER) o (ER«) ¥ B (ERB) v de progesterona (PR) A (PRAY Y B
(PRB), respectivamente. El plismido reportero contiene los elementos de respuesta a
estradiol (ERE} o los elementos de respuesta a progesterona (PRE) con un promotot
ininimo y las secuencias que codifican fa expresion de la enzima cloranfenicol acetil
transferasa (CAT). Los vectores de expresion para €l ERa y el ERB, asi como para el PRa y
PRg fueron cotransfectados en células Hela con €l correspondiente plasmido reportero, La
actividad fransciipcional de cada compuesto se determind, para cada uno de los receptores
utilizados, a través de la incubacién de concentraciones crecientes de los compuestos
testiges con las células transfectada. La activacion de la CAT se evalud por la acetilacion
del cloranfenicol marcado radiactivamente con tritio. Los 1esultados demostraron que la
estimulacion de células Hela cotransfectadas con el PR (A y B} v con el vector 1eportero
que contiene los PRE con dosis crecientes de progesterona incrementan de manera dosis
dependiente la actividad de la enzima CAT. La curva dosis-tespuesta paia los compuestos

de la 19-nor testosterona, fa NET, y <l GSD, demostraron que estas progestinas sintéticas



exhiben actividad progestacional v que la reduccion de la molécula en el anillo A de los
compuestos reduce la activacién de la transcripeion. Por otra patte, la capacidad de estos
compuestos de activar la CAT a través de un mecanismo de accidn estrogénico dependio
del grado de reduccion del anillo A Los compuestos tetrahidros reducidos 33,50-NET v
3B,50-GSD mostraron la mayor capacidad para inducir la actividad de CAT pero
tnicamente a tiavés del REa. La ausencia de actividad a través del ERP se descarté por
estudios de antagonismo utilizando concentraciones crecientes del competidor Estos
resultados permiten apoyar evidencias previas sobre la relacién estructra funcidn de la
progestinas sintéticas y oftece una explicacion para las diferencias en la actividad biol6gica
de estos compuestos For otra patte se describe por primera vez la identificacién de
compuestos agonistas especificos para el subtipo o del ER. Estos resultados permitiran el
disefic de compuestos agonistas/antagonistas especificos de potencial uso terapéutico en el

humano.



ABSTRACT

In has previously been demonstrated that 19-nor contraceptive progestins undergo in vivo
and in vitro enzyme-mediated A-ring double bond hydrogenation. Bioconversion of 19-not
progestins to their corresponding tetrahydro derivatives results in the loss of progestational
activity and acquisition of estrogenic activities and binding to the ER. Herein, we report
subtype-selective differences in ligand binding and transctiptional potency of nonphenolic
synthetic 19 nor derivatives between ERat and ERB  In this study, we have examined both
ER-and PR-mediated transcriptional activity of a number of A-ring chemically reduced
derivaties of norethisterone and gestodene Double bond hydrogenation decreased the
transcriptional potency of norethisterone and gestodene through both PR isoforms with a
100- to 1000- fold difference, respectively In terms of the effects of norethisterone and
gestodeno and their comresponding 5¢-dihydro (So-norethisterone and Sc-gestodene), or
3o, Sa-tetrahydro or 3p,5c-tetrahydro derivatives (3o, 5o~ norethisterone/3a,50- gestodene
and 38,50~ norethisterone/3P,50i- pestodene, respectively) on  estrogen-mediated
transcriptional 1egulation, the 3B 5a-tetrahydro derivatives of both norethisterone and
gestodeno showed the highest induction when HeLa cells were transiently transfected with
an expression vector for ERe. This activity could be inhibited with tamoxifen. These
compounds did not activate gene transcription via ER[, and none of them showed
antagonistic activities through either ER subtype. In summary, two ERw. selective agonists
have been identified. These compounds, with ERe vs, ER selective agonist activity, may
be useful in evaluating the distinct role of these receptors as well as in providing useful

insights into ER action.



INTRODUCCION

El receptor de progesterona humano

La progesterona (P4} €s una hormona esteroide importante en la regulacién de los procesos
implicados en el desarrollo y mantenimiento del sistema reproductive {ClarKe ¥
Sutherland, 1990) El! uso adecuado de antiprogestinas tales como el RU486 en el
tratamiento de enfermedades como meningiomas del cerebro, endomeitiosis vy fibrosis
uterina ha implicado a la P4 como la hormona reguladora de un amplio intervalo de
procesos bioldgicos adicionales (Carroll et al, 1993}, por lo cual es de esperar que exista un
intetés importante en definit el mecanismo molecular de la accion del receptor de
ptogesterona (PR), asi como el desarrolld de nuevos farmacos, con actividad tanto

progestacional como antiprogestacional.

El PR es un factor de transcripeion dependiente del ligando, el cual pertenece a la familia
de receptores nucleares de factores de transcripeién que incluyen receptores para hormona
esteroides, hormona tiroidea, vitamina D, v retincides. Incluidos en esta familia se
~ encuentian los receptores huérfanos, denominados asi poxc;ue los ligandos adn no han sido
identificados (Mangelsdorf y Evans, 1995). Todos los receptores esteroides comparten una
estructura basica similar compuesta de: 1} un dominio de unién al DNA altamente
conservado (DBDY), 2) un dominio de unidn a la hormona (HBD) que es conservado entre
los 1eceptores esteroides relacionados, tales como el PR, el receptor de glucocorticoides
(GR) y el receptor mineralocorticoides (MR), 3) una 1egion de bisagra “hinge” localizada
entre el DBD y el HBD, y 4} un dominio amino terminal (N-terminal), que es la regién mas
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 accidn del PR es similar al de otros miembros de la familia de

receptores esteroidales (Figura 2) (McDonell, 1995). En ausencia del ligando, el receptor
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Figura 1. Receptor de progesterona. La estructura bésica del receptor de progesterona es similar a Ia de
atros receptores nucleares E receptor de progesterona estd compuesto de un dominie de unién al DNA
altamente -conservado {DBD), un dominio de unién a ta hormona (HBD) conservado entre los receptores
esteroides relacionados, una tegién de bisagra “hinge”™ localizada entre ef DBD y el HBD y un dominio N-
terminal, que es fa regién més variable entre los micmbros de la familia. Dentro del HBD hay regiones
responsables para la dimerizacidn del receptor, interaccién con las proteinas de choque térmico (HSPs),
localizacién nuclear, y ;}ctivacién dependiente del ligando (funcién de activacién -2, AF-2} ¥ dos funciones
de activacién adicional (AF-1 y AF-3) localizadas dentro del amine terminal (Giangrande y McDonnell
1999).

es transcripcionalmente inactivo v se encuentra en el nicleo de eélulas blanco, unido a un
complejo de proteinas de choque térmico (HSPs: HSP-90, HSP-70 y P59) (Béato et al.,
1987; Pratt, 1990; Picard et al., 1990; Bagchi et al, 1991; Smith y Toft, 1993) Tras la
unidén al ligando, el receptor sufre un cambio en su conformacidn, que resulta en la
disociacién de un receptor monomérico del complejo de proteinas de choque témmico (Allan
et al, 1992 a, b; McDonell et al., 1995). Los receptoles unidos al ligando después
dimerizan ¢ interactiian con los elementos de respuesta a progesterona (PREs) dentio de la
regién reguladora de genes blanco {Beato et al., 1987). Posterior a la unidn con ¢l DNA, el
complejo esteroide receptor puede impactar positivamente o negativamente la transcripcion

del gen blanco; dependiendo del contexto célular o del promotor. Los analisis genéticos,
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bioquimicos y farmacoldgicos de este dltimo paso en la via de ttansduccion de seital del PR
han revelado al menos dos mecanismos por los cuales se influye en los mecanismos de la
transcripeidn a nivel def gen blanco. Especificamente, se ha determinado que el receptor,
una vez activado por el ligando, puede interactuar de forma directa o indirectamente con
componentes de la maquinaria de transcripcion general (GTM) a través de proteinas co-
activadotras o de proteinas adaptadoras (Klein-Hitpass et al, 1990; Ing et al, 1992;
Halachmi et al., 1994; Oifiate et al,, 1995; Cavaillés et al , 1995; LeDounn et al., 1995,
Hanstein et al,, 1996; Voegel et al, 1996, Kamei et al., 1996} Estas diferentes vias de
activacion transcripcional no son mutuamente exclusivas y son diferencialmente utilizadas
por el PR en distintas células, dando asi, una explicacion para las actividades célula-
selectiva que son manifestadas por diferentes ligandos. Mas importantemente aiin es que
puede ser posible desarrollar firmacos que funcionen como progestinas ¢ antiprogestinas
de manera tejido-selectiva. Ademas, de lo complejo de la via de transduccién de sefial del
PR, estd 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 progesterona y su papel en la farmacologia

El PR humano existe en dos isoformas: ¢l hPRp (114 kDa) v el kPR (94 kDa) (Lessey et
al., 1983) (Figwa 3). El hPR, es una forma truncada del hPRg, por no presentar los
ptimeros 164 amino dcidos del N-terminal Ambas isoformas han sido identificadas en
varias especies, con excepeion del conejo, donde sdlo se ha detectado el hPRp (Loosfelt et
al., 1986). En los humanos, [as dos isoformas son transcritos de dos promotores estrdgeno-
inducibles distintos por iniciacién alternativa de la transcripeién dentro de un gen del PR de
copia simple (Kastner et al, 1990; Gronemeyer, 1991). Bajo algunas circunstancias el
hPRa v el hPRp estan presentes en células blanco en cantidades equimolares; sin embargo,
se han observado diferencias en el nivel de expresién relativo de estas dos isoformas en
algunos sistemas (Lessey et .al, 1983) Especificamente en el utero la proporcion
hPR4:hPRp fluctia de 50:1 a 2:]1 dwante el ciclo menstiual, debido principalmente al

incremento en el nivel de expresion del hPRy (Wiehle et al.,, 1995). En otros casos se han
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informado bajas proporciones del hPRy, sobre todo en tumores primarios de mama asi

como en cénceres endometiiales (Graham et al., 1995, 1996; Kumar et al., 1998)

" TESIS CON
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PRE

GTM

TATA

PRE

Figura 2. Mecanismo de accion del receptor de progesterona. Después de ia union del ligando, el PR sufre
un cambio conformacional distinto, que es caracterizado po: la fosforilacién del receptor, desplazando las
proteinas de choque témico v la dimerizacién del receptor. Una vez en el niicleo, el receptor dimerizado
mteractia con su respectivo elemento en el DNA, donde el estado de fosforilacidn del receptor esta ademés
aumentado El dimeto del receptor unide al DNA recluta las proteinas adaptadoras que unen al aparato
general de transeripeidn {(GTM). La interaccion con el GTM resulta en mediar ia modulacion de la 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 la existencia de tres
estados distintos de hPR: monémeros A:A, heterodimeros A:B, vy monémeros B:B
(DeMarzo et al., 1991,1992). Dado que las isoformas A y B del hPR no son funcionaimente
equivalentes, es probable que las tres formas diméricas del receptor activado no son
funcionalmente idénticas. De esta manera, las diferencias en la expresién podrian

influenciar la respuesta celular por progestinas y antiprogestinas.

Pmli

Pmil

hPR-A

Pmti

cPR-A

.
.

F 3

Regifin variable

Figura 3. Secuencias similares entre las isoformas del PR. Las regiones de menos homologia esiin
localizadas hacia la regidn 5° del dnico sitio de restriccion Pml [ presentz en amhos receptores (35% de
similitud, 30% de identidad) Las regiomes de alta homologia se encuentran hacia la regién 3 del sitio de
restriceién Pml I {90% de similitud, >72% de identidad). HPR-g, teceptor de progesterona humano-B; hPR-,,
receptor de progesterona humano-A; cPR-,, receptor de progesterona de pollo-A; HBD, dominio de unidn a
Ia hormona; AF-2, funcion de activacidn —2; DBD, dominio de unidn al DNA; AF-1, funcién de activacidn —

1; AF-3, funcion de activacién —3 (Giangrande y McDonnel} 1999).
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Los trabajos iniciales realizados sobre las propiedades bioquimicas de las isoformas del PR
humano indicaron que los dos 1eceptores tienen afinidades similates de unidn al ligando y
al DNA (Christensen et al, 1991) Los estudios realizados utilizando sistemas de
transcripeidn de respuesta a progesterona en varias células de mamiferos, reveld que el
hPR, y el hPRy tienen diferente especificidad por el promotor (Vegeto et al, 1993}
Ademdés, las actividades transcripcionales de estas isoformas mostraron ser distintas,
dependiendo del contexto celular o del promotor (Tung et al., 1993; Vegeto et al, 1993;
Wen et al., 1994; Chalbous y Galtier, 1994; McDonnell et at , 1994). En algunos contextos
examinados, el hPRp funciona como un activador de genes reporteros conteniendo los
clasicos PRES; sin embargo, ¢l hPR, fue inactivo transeripcionalmente (Tung et al., 1993,
Vegeto et al, 1993). Los andlisis realizados demostraron que, en ese contexto celular,
donde el hPR, no activa la transcripeién, este receptor podiria funcionar como un fuerte
represor transdominante, dependiente del ligando, de la actividad del hPRp (Vegeto et al ,
1993)

Una de las caracteristicas interesantes de la familia de recepiores esteroidales es que,
aunque cada uno es responsable para una via reguladora y responde a hoimonas
estructuralmente distintas, existen varios puntos de convergencia e intercomunicacion entre
las vias de sefializacidon. Especificamente, el hPR,, ademas de modular la actividad
transcripcional del hPRg, también funciona como un factor represor transdominante de la
actividad transcripcional de otros receptores esteroides humanos tales como el GR, &l
receptor de andrdgenos (AR}, el MR, y el ER Esta observacién no se ha identificado en
ottos miembros de la familia de receptores nucleares (Tung et al, 1993; McDonnell y
Goldman, 1994; McDonnell et al., 1994; Wen et al,, 1994; K1aus et al, 1995)

Progestinas sintéticas

Las progestinas sintéticas son esteroides que simulan los efectos de la Py. Especificamente,
las progestinas se definen como agentes que inducen cambios sectetores en el endometrio

proliferativo y se pueden clasificar como naturales y sintéticos.

14



Las progestinas sintéticas pueden clasificarse de acuerdo con la molécula esteroide basica,
las que derivan de la molécula del pregnano como la 17-hidroxiprogesterona y aquelias que
se derivan del estrano y androstano como la 19-nortestosterona (McGynty y Djeressi 1958),
dentro de este dltimo grupo se encuentran la NET y el GSD. Las cuales son ampliamente
utilizadas en la regulacion de la fertilidad y en la terapia ¢linica, debido a sus propiedades
biolégicas (Hilliardd et al., 1966). En 1938 se demostié que la manipulacisn de la molécula
de testosterona modifica de forma radical su actividad; de androgénica a progestogénica.
Sin embargo, en 1951 Djerassi ¥ cols. sintetizaron el compuesto mds importante de esta
setie, la NET, y originaron el desarrollo de toda la generacidn de agentes progestacionales
En la década de los 70°s, con el objetivo de disponer de anticonceptivos hormonales orales
con una mayor selectividad progestacional, se desarroll6 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 teicera generacién de progestinas sintéticas (Wilde y
Balfour, 1995). Las combinaciones de progestinas y estrdgenos inhiben la secrecion de
gonadotropinas, lo cual previene la ovulacion; alteran el moco cervical, las caracteristicas
del endometrio v la movilidad y secrecién de las trompas disminuyendo fa posibilidad de

concepcidn e implantacion.

El receptor de estrogenos

Los estrogenos juegan un papel critico en el crecimiento, desarrollo y mantenimiento de
diversos tejidos. Ejercen sus efectos fisioiégicos via el receptor de estrdgenos (ER), que
funciona como un regulador transcripcional ligando activado. El ER pertenece a la familia
de receptores nucleares (NRs) eucarionte de factores de transcripeion (Tsai y O'Malley
1994). Ambos subtipos del ER (ERc y ERPB) exhiben la organizacién caracteristica de los
dominios de los NRs que incluyen un dominio variable de transactivacion N-terminal
{AFI}), un mddulo de unién al DNA altamente conservado con dos dedos de zinc v un
dominic de unién al ligando (HBD) C-terminal. El LBD es multifuncional y ademas tiene
un sitio de reconocimiento al ligando conteniendo las regiones parz la dimerizacion del

1eceptor y transactivacién dependiente del ligando (AF2). En la ausencia de la hormona, el
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ER estd unido a un complejo inactivo, reprimido por moléculas chaperonas. La unién de la
hormona al HBD de los ERs incluye un cambio conformacional en el receptor que lo libera
del complejo de proteinas de choque téimico, facilitando la homodimerizacion vy
subsecuentemente unidén a secuencias de DNA especifico localizado en las regiones

reguladoras de los genes responsivos

Los subtipos o y B del ER v sus ligandos selectivos

Por largo tiempo se creyd que los efectos de los estrogenos eran mediados por un tnico ER,
el cual fue clonado hace mas de diez afios (Green et al.,, 1986, Greene et al., 1986). Sin
embargo, tecientemente un segundo ER, denominado ERJ, fue identificado y clonado a
pattiy de la prostata de la rata (Kiuper et al., 1996). Este hallazgo fue seguido por la
clonacién de diferentes formas del ERP del testicule humano v del ovario del ratdn
(Mosselman et al., 1996, Enmark at al., 1997, Tremblay et al, 1997, Ogawa et al., 1998a).
La presencia de dos ERs (el primero descrito originalmente se conoce como ER) indicd
;:lue el mecanismo de accion biclogica de los estrégenos vy drogas sintéticas y naturales
relacionadas era mas complejo de le que se habia pensado. Mas complejo atn fue: 1) La
identificacion de isoformas del ERJ, uno con un N-terminal prolongado {Ogawa et al,
1998a) ¥ otro con una insercién de 1§ amincacidos en ¢l HBD (Chu and Fuller 1997,
Petersen et al, 1998) y 2) la demostraciéon de que el ERo v el ERB pueden formar
heterodimeros (Ogawa et al, 1998 ay b).

El ERB es codificado por un gen diferente del que codifica al ERe, (Kuiper et al., 1996,
Mosselman et al.,, 1996; Katzenellenbogen v Korach 1997). Estos difieren principalmente
en ¢l dominio N-terminal A/B, teniendo sélo 18% aminodcidos de identidad. También son
sustancialmente diferentes en el HBD mostrando sélo 56% de aminoacidos de identidad
(Figurta 4) La grandes diferencias en los dominios AF-1 sugieren que la activacidn
transcripcional de diferentes genes responsivos a estrégenos por los ERs o v § deben
mostrar pationes diferentes, de tal forma que se aprecia que la activacion del gen estd

influenciada por factores promotor v oélula especificos (Katzenellenbogen et al., 1996;
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Tzukerman et al, 1994; Berry et al, 1990; Montano et al., 1995) y por interaccién

sinergistica entre los dominios de activacién del receptor N-terminal y C-terminal (K1aus et

al, 1995).

ERo

mRNA /—I

Proteina KH

ERp

mRNA

Proteina DBD

Figura 4. Esquema de los mRNAs y las proteinas que codifican para el ERq y el ERP. Se muesiran [as

secuencias que codifican para los mRNAs de cada uno de los teceptores de estrépenos asi como las

localizaciones aproximadas de aquellas secuencias que codifican los dominios modular especificos de las

proteinas del receptor. Se muestran los dominios estructurales de estos receptores (A/B,C,D,E y T), asi como

los dominios de unién & la hormona, unidn al DNA v fuaciones de wansactivacién (AF-1, AF-2)(Couse et al ,

1997).

Los estudios de los subtipos del ER o v B, asi como de los pldsmidos quiméricos

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

ligandos estiogénicos y antiestrogénicos (Mclnerney et al, 1998), mostraron que la

actividad transcripcional del ERP es dependiente del contexto célula/promotor y de la

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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naturaleza del ligando. De manera interesante es el hecho de que, antiestrogenos tales como
el tamoxifeno y 2-fenilbenzofuran, que muestian actividad con el ERe, no exhiben
actividad agonista a través del ERB. El remplazo del dominio A/B del ERP (Figura 4) con
el dominioc A/B del ERa resultd en un receptor quimérico que mosttd mejor respuesta
transcripcional para los esitdgenos e, interesante esta quimera ERet/B fue capaz de activar
la transcripcién bajo el tratamiento con estos antiestrdgenos. Se observd efecto
antiestrogénico con la quimera ERB/o conteniendo el dominio N-tetminal A/B del ERp
unido a los dominios C a F del ERa, pero fue restablecido en la quimera ERo/f
conteniendo el dominio A/B del ERo, asi que el efecto antiestrogénico se observd ser
depender de] dominio A/B (tegién que contiene ia funcidn de activacion 1) del ERa. Estos
esultados indicaron que las diferencias en las regiones N-terminal del ERo y el ER$
contribuyen a las diferencias en la actividad transcripcional céiula y promotor especifico de
estos receptores, v su habilidad para responder a diferentes ligandos, dando asi lugar a un
mecanismo para la regulacién diferencial de 1a transeripeidn por estos dos ERs (Mclnerney

etal,, 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 ligandos tengan también diferentes caracteres de agonismo o
antagonismo mediade por los dos receptores. Debido a que ambos receptores tienen
coincidencias pero también diferencias en su distribucién tisuwlar {(Kuiper et al,, 1996;
Mosselman et al, 1996; Kuiper et al,, 1997), asi como diferencias en la inferaccion del
ligando ¢ actividad con los dos ERs esto podria traducirse en diferencias importantes en sus

acciones biologicas a nivel del tejido.

Para identificar compuestos con actividad selectiva por los subtipos del ER, se examinaron
algunos ligandos para el ER, de los que se identificaron varios ligandos no esteroidales que
muestran diferencias pronunciadas subtipo-selectiva en la unidn al ligando y en la potencia
transcripeional o eficacia del ERa v el ERp. A este respecto, el compuesto pitazol mosti6
ser selectivo en activar la transciipcion de genes reporteros a través de su interaccion con el

ERc. Este compuesto fue 120 veces mas potente en estimular el ERa comparado con el
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ERP. Por otra patte, otro compuesto no esteroidal denominado tetrahidrocriseno (THO),
mostrd ser agonista para el ERo y antagonista selectivo para ERP (Sun et al, 1999)

Posteriores investigaciones han revelado que el cardcter antagonista en los ligandos THC
para ¢l ERP depende de una via progesiva en ¢l tamafio y disposicion geométiica de grupos
sustituyentes (Meyers et al., 1999). Ademds, los antagonistas que son selectivamente
efectivos en el ERP pueden tener esttucturas que sen muy diferentes de los antiestrégenos
tipicos (tamoxifeno, raloxifen, ICI 182780) que son antagonistas para ambos ERa y ERB.
Otros compuestos que han sido identificados son incluse potencialmente mas selectivos por

el ERa que'el pirazol, mientras otros son agonistas selectivos para el ERJ.



ANTECEDENTES

Estudios preliminares han sugerido que las progestinas sintéticas ampliamente usadaé paia
la regulacidn de la fertilidad, ademas de ser reconocida por el receptor de progesterona
(PR}, son también reconocidas por otros receptores esteroides. Ademés, se ha informado
que una variedad de efectos hormonales han sido observados posteriores a su

administracion en varias especies de marmiferos (Edgren et al , 1967)

Existen previas observaciones en que la noretisterona (NET), una progestina sintética,
detivada de Ia 19-nortestosterona, suprime significativamente los niveles de la hormona
luteinizante (LH) en suero de mujeres posmenopéusicas (Pérez-Palacios, Ferndndez-
Aparicio et al, 1981, Pérez-Palacios et al , 1981) v de ratas hembras castradas {Lartea et
al., 1983, Larrea et al., 1984). Al respecto, estos estudios demostraron que la libetacién a
través de un anillo vaginal, de progesterona en mujeres posmenopdusicas no afecté las
concentraciones circulantes de gonadotropinas o modificé [a respuesta de la LH hipofisaria
a la administracion de la neurohormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Sin
embargo, la administracion de la NET, demostré su potente actividad inhibitoria a nivel de
las gonadotropinas circulantes en el suero, reduciendo también la concentracién de la LI
hipofisarta. Estos resultados indican, que la NET tiene un mecanismo de accion en el
sistema neuroendocrino diferente al de la progesterona natmal. El efecto inhibitoric de las
gonadotropinas por NET, en este sistema, podtia ser explicado por su potencia estrogénica
de acuerdo con el concepto de que fos estrdgenos ejetcen una gran variedad de efectos en el
sistema nervioso central, incluyendo la regulacion de las gonadotropinas. La NET también
suprimi6 significativamente las concentraciones de LH en suero de pacientes castrados
afectados con el sindrome de ferninizacidn testicular (resistencia a andrégenos), estos
pacientes carccen del receptores de andrégenos y al ser castrados son deficientes en

receptores para progesterona
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Estudio posteriores en ratas hembras castradas, demostraron que la administracién de NET
induce la localizacién nuclear del receptor de estrogenos (ER) en el dtero e hipofisis
anterior, de manera dosis ¥ tiempo dependiente La méaxima localizacion nuclear del ER en
ratas casiradas ocurrid entre 2-4 hrs. después de la inyeccidn de NET, lo cual cortelaciona
con la supresion maxima de los niveles de la LH circulante. El tamoxifeno (un competidor
por 1os sitios de union del estrégeno con potencia antiestrogénica) anuld completamente en
estos animales la potencia antigonadotiépica de [a NET (Larrea et al, 1984, Larrea et al,,
1987). Esios datos sugieren que las acciones inhibitorias de la NET sobre las
concentraciones circulantes de las gonadotiopinas fueron mediadas a través de un

mecanismo de accion estrogénico.

En experimentos de unidn in vitro se demosttd que fa WET neo interactia con el ER poi lo
cual se pensd que esta progestina fueta biotransformada a otros metabolitos con afinidad al
ER: Subsecuentemente se mostrd que la NET no sufte aromatizacién bajo condiciones in
vive o in vitro. Sin embargo, debido a que un nimero 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 sugirid que algunas formas derivadas de la NET,
formadas dentio de tejidos blancos, pudieran ser responsables de los efectos estrogénicos

observados (Figura 5).

Los andlisis de desplazamiento del receptor utilizando la NET v 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 union del receptor citesélico difieren no sélo para cada receptor
sino también para cada compuesto en particular. La NET fue el competidor mas eficiente
para €l PR seguido por el Su-dihidro NET (SaNET). La reduccidn enzimdtica en el anillo
A de Ja molécula de 5¢-NET a sus compuestos tetrahidroreducidos (3o o 3[3), results en la
pérdida completa de su afinidad por el PR. En contraste, SaNET compite mds
eficientemente por el AR que la NET. El metabolito 3p,5¢- tettahidio NET (38,50-NET)
fue el que mosttd mas alta afinidad por el ER seguido por su aicohol epimérico 3o, 5. Sin

embargo, NET y 5aNET no mostraron afinidad por ef ER (Chévez et al., 1985} (Tabla 1)
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Figura 5. Estructura molecular de 1a NET, e GSD y sus metabolitos reducidos en el anille A. Todos los
compuestos son derivados de ta 19-nor testosterona, fos derivados 5-o0 dihidro v el 3o,50- vy el 3p,5a-
tetrahidio de NET y GSD, tespectivamente, fueton quimicamente preparados por 1a doble hidrogenacion del

anillo A como se describe en la seccidn de material v métodos (Larrea et al., 2001)

Con Ia finalidad de evaluar si la interaccion de los metabolitos de NET con el ER podiian
iniciar la 1espuesta celular dependiente de estidgenos, se tealizaron una serie de
experimentos para determinar los efectos de los compuestos 38,5¢-NET v 3a,5u-NET en
la induccién del PR dependiente de estiégenos vy el crecimiento uterino en ratas adultas
ovarectomizadas. Los estudios demostraron que el PR fue inducido de manera dosis
dependiente por el 38,50-NET en la hipéfisis anterior de ratas hembtas castiadas. Ademds,
la administracion del 38,5c.-NET resultd en un incremento significativo en el peso uterino a

expensas del crecimiento del miometrio y endormettio de modo similar al observado en el



“Tabla 1. Afinidades de uniones relativas de NET y sus derivados para diferentes receptores esteroides.
PR receptor de progesterona, AR receptor de andrégenos, ER receptor de estradiol, nd no determinade
(Chévez et al., 1985)

PR AR ER

NET 11.2 8.1 <0.1

50-NET 4.8 14.8 <0.1

3a,50-NET <0.1 <0.1 <0.1
3,50-NET <0.1 <01 6.3
ORG-2058 100 nd od
E, nd nd 100
R-1881 nd 100 nd

grupo tratado con estradiol. El dertvado 3o,50-NET presentd baja potencia para inducir el
crecimiento uterino, comparade con el 3f,5¢-NET, paralelo con su baja potencia para
inducir el PR (Vilchis, et al, 1986). Las propiedades estrogénicas de los esteroides
sintéticos 19-nor reducidos estan de acuerdo con los estndios utilizando los esteroides de la
serie C-19 en donde Thieulant et al., 1983 demostraron la translocacion nuclear del ER
citosélico en la hipéfisis anterior de ratas macho por el compuesto 3$,5c-androstanediol,
as{ como la induccidn del PR seguido de la administracion de este metabolito reducido en

el anillo A de testosterona.

Otros estudios demostraron que el tratamiento previo con tamoxifeno resultd en la
disminucion significativa de la potencia antigonadotropica del 38,50-NET pero no del 5a-
NET, cuyo efecto fue solamente inhibido por la administacién de acetato de ciproterona.

Estos tesultados 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 reduccién del anillo
A de la NET, y probablemente otros derivados de la 19-nortetosterona, afectan su unidn vy
actividades bioldgicas in vivo mediado a través del PR e incrementan su potencia
estrogénica y su afinidad por el ER. La administracidén de estos compuestos a ratas hembras
castradas demostrd que el 3B,50-NET v el 3¢-NET presentan mayor capacidad para inhibir

la liberacion de gonadotropinas en comparacién con la NET (Larrea et al., 1987).
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JUSTIFICACION

La posibilidad de tener un ligando selectivo preferencial para el ERq, ayudard en la
identificacidn de estetoides sintéticos o naturales con diferentes afinidades relativas para
ambos subtipos del ER. Ademads, futuras investigaciones con estos ligandos agonistas solo
para el ERo ¥ no para ¢l ERB, junto con estudios en animales knock out del ERa« y/o ERB,
serian muy ftiles para definir los distintos papeles de estos dos teceptores tienen en los
efectos bioldgicos de los estiogenos en tejidos como gliandula mamaria, el sistema vascular,

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

» Evatuar la actividad estrogenica de NET y GSD y sus metabolitos reducidos en el

anillo A a nivel transcripcional, mediada por los receptores o y § de estedgenos

Objetivos particulares

i. Determinar los efectos hormonales de diferentes progestinas sintéticas derivadas de
fa 19-nortestosterona, a través del ensayo de la actividad CAT, en células Hela

transfectadas con el PR, 0 el PRp.

2. Evaluar la actividad estrogénica de NET, GSD y sus correspondientes metabolitos
dihidro v tetrahido reducidos en ¢élulas cotransfectadas con vectores de expresion
para el ERo o el ERP y genes que contienen los elementos de respuesta pata

estradiol.

3. Evaluar el efecto antiestogénico de los memabolitos reducidos de la 19-
nortestosterona, a través del ensayo de la actividad CAT, en células transfectadas
con el ERc o ERP.

4. Determinar la afinidad de unién a los ER o y B por NET, GSD y sus metabolitos

reducidos en el anillo A.



HIPOTESIS

Los efectos estrogénicos in vive ¢ in vifro de las progestinas derivadas de la 19-no
testosterona son debidos a la reduccidn del anillo A de su moléecula originando metabolitos

que interactiian selectivamente con receptores estrogénicos.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos

El estradiol no radiactivo: 1,3,5(10)-estratrien-3,178-diol fué de Sigma Chemical Co. (St
Louis, Mo. [2.4,6,7-’H]Estradiol (PH]E: actividad especifica 72 Ci/mmol) y el
[H]cloranfenicol (actividad especifica 38.9 Ci/mmol) se compré de DuPont NEN Research
products (Boston, MA). La radiactividad se determiné en un espectrofotdmetro de centelleo
liquido Beckman LS6300 (Beckman Instruments, CA). El medio de cultivo celular se
comprd de Life Technologies (Grand Island, NY). El suero bovino fetal (FBS) de Hyclone
Laboratories, Inc. {Logan, UT). Todos los solventes y reactivos utilizados fueron de giado
analitico. La NET (17c-etinil-17B-hidroxi-4-estren-3-ona) y el GSD (13§-etil-170-etinil-
17B-hidroxi-4,15-gonadien-3-cna fueren donados por Schering Mexicana, S.A. (Mexico
City) y Schering AG (Berlin, Germany) respectivamente. La sintesis de los
correspondientes So-dihidro (5o-NET y 5¢-GSD), y los tetrahidro derivados 3o,5e-
(30,,5¢-NET vy 30,50-GSD)} vy 3B,50-(3p,5¢-NET y 3pB,5a-GSD), incluyendo la
descripcion de sus comrespondientes constantes fisicas o quimicas fueron descritas
previamente (Vilchis et al., 1986, Lemus et al., 2000).

Plasmidos

El plasmido pLEN-hPR4 fue construido al insertar el DNA complementario (cDNA) de
longitud completa del PR, en el sitio de restriccién BamHI del vector de expresion de
mamifero pLEN (Friedman et al., 1989). El pLEN-hPRg fue generado por insertar el cDNA
de longitud completa del PRp en el sitic Bam HI del vector pLEN. Los vectores de
expresion para el ERo v el ER humano (pCMVs-hERa y pCMVs-hERJ) conteniendo la

secuencia completa que codifica para el ERa y el ERp fueton donados por los doctores
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B.S. Katzenellenbogen, Universidad de Ilinois (Urbana, Ilinois) v J-A. Gustafsson,
Karolinska Institute, Huddlinge, Suecia, respectivamente El plasmido 1eporiero de
respuesta a estiégenos (ERE-Eib-CAT) contiene un fragmento del promotor del gen de Ia
vitelogenina A2 (posicidn -331 a -87 en la posicién 5° de la caja Eld TATA adenovirus
fusionada al gen de la cloranfenicol acetil transferasa (CAT) (Smith et al, 1993). El
plasmido PRE-EIb-CAT se utilizé como el gen reportero tanto para €l PRa v el PRy (T'sai et
al., 1989).

Preparacioén de bacterias competentes

Se inoculé una colonia tnica de bacterias de E. Coli de la sepa DHS5a en 10 ml de medio
LB. Se dejaron crecer toda la noche a 37°C con agitacién moderada, 200 revoluciones por
minuto (rpm). Al dia siguiente se inoculd 1 ml del cultivo en 100 ml de LB con suficiente
aireacion. Se incubaron a 37°C en agitacion y cuando se encontraron 2 una densidad 6ptica
{D.O)so0nm de 0.375 se tornd una alicuota del cultivo de 50 ml en un tubo estéril fiio v se
dejo en hielo de 5 a 10 minutos. Posteriormente se centrifugaron las células a 3000 :pm por
7 minutos a 4°C, el precipitado se resuspendié suavemente en 10 ml de.CaCly frio. Las
bactetias se centrifugaron 5 minutos a 2500 rpm a 4°C. El precipitado se resuspendid en 10
ml de CaCly fifo ¥ se dejé en hielo durante una hora Se alicuotd las bacterias v se

congelaron inmediatamente a —70°C.

Transformacién de bacterias competentes

Se adiciond 10 ng del DNA de interés a 100 pl de bacterias competente, se mezcld
suavemente y dejé en hielo durante 30 minutos. Posteriormente las bacterias se incubaron a
42°C por 45 segundos ¢ inmediatamente se pasaron a hielo por 5 minutos. Se adiciond I ml
de medio LB v se agité 1 hota a 37°C. Se sembiaron 20 pl del culiivo en caj}as de LB-agar
conteniendo antibidtico (50 pb/ml de ampicilina) para seleccionar las bacterias

transformadas ¢ incubd 16 fus. a 37°C Se picd una colonia simple del plato que contiene el
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DNA de interés y crecio en 5 mi de medio LB con antibidtico a 37°C por § hrs. con
agitacion vigorosa (300 rpm). Se adicioné glicerol al 15%, se alicuotd las bactetias v se

congelaron a -70°C

Purificacion y verificacién de los plasmidos

La purificacién y verificacion de los DNAs se realizd usando QlAprep® Miniprep
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante Se
inoculd Spl de bacterias transformadas en 5 ml medio LB (50 pl/ml de ampicilina), se
crecieron a 37°C durante 17 hrs. Se centrifugd a 13000 rpm v el precipitado bacterial se
resuspendidé en 250 pl de solucidn P1, se adiciond 250 pl de la solucién P2, se invertio ¢l
tubo de 4 a 6 veces. Se adiciond 350 ul de la solucidn N3 se mezcld por inversidn del tubo
de 4 a 6 veces. Se centrifugé a 13000 rpm por 10 minutos. Ei sobrenadante se adiciond a la
colummna de QIAprep v se centrifugd 1 minuto. Se lavé la columna adicionando 500 ul de
solucion PB vy se centrifugd 1 minuto. Se lavo la columna con 750 mi de la solucién PE y
centrifugd 1 minuto. Se recuperd el DNA por centrifugar nuevamente la columna. E1 DNA
se resuspendid en agua y se determiné su concentracidn por espectrofotomets ia de luz UV.
Se analizd la pureza e integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% en una
solucién de comrida TBE 1 X

Maxi preparacion

La puificacion y extraccidn de los DNAs se realizd usando QIAfilter® Plasmid Maxi
(QIAGEN Inc, Valencia, CA) de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante. Se
inocularon 250 pl de bacterias conteniende el DNA de interés en 250 ml de medio LB (50
p/ml de ampicilina). Se crecieron a 37°C durante 16 hrs. con agitacién vigorosa (300 rpm).
Se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C y el precipitado se resuspendid en 10 ml de
la solucion P1. Se adiciond 10 mi de la solucién P2, se mezcld e incubd a temperatura

ambiente por 5 minutos Se adiciond 10 ml de la solucion P3 y se mezeld. El lisado se
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adiciond a la columna QIAfilter cartridge e incubd a terperatura ambiente 10 minutoes. Se
inserté el embolo en la colummna QIAfilter cartridge y el lisado se pasd a la columna
QIAGEN tip Maxi previamente equilibrado con 10 ml de la solucién QBT. Se permitié que
¢l lisado pasard por la columna por gravedad. Se lavo dos veces la QIAGEN tip con 30 mi
de Ia solucion QC v se eluyd el DNA con 15 mi de la solucién QF. El DNA. se precipitd
con 10.5 ml de isopropanol, se centrifugd a 11000 rpm dwante 30 minutos a 4°C. El
precipitado se lavo con 5 ml de etanol al 70 % y se centrifugd a 11000 pm 10 minutos. El
DNA se 1esuspendid en agua v se determiné su concentracién por espectrefotometria de luz
UV. Se analizé la pureza e integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1%

en una solucidn de corrida TBE 1 X,

Cultivo celular

Las células Hela (linea epitelial de carcinoma de cerviz humano) fueron mantenidas en
cultivo a 37°C en una atmdsfera de humedad v 5% de CO; en medio Dulbecco’s Modified
Eagle’s (DMEM) con rojo de fenol alto en glucosa (Gibco BRL, life techunologies)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS); 100 p/m! de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina Las células fueron pasadas tres veces por setnana usando tripsina-EDTA
{0.25%).

Transfecciones y actividad de la cloranfenicol acetil transferasa (CAT)

Las células Hela fueron sembradas un diza antes de la transfeccion, 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 libie de hormonas
esteroides y 100 p/ml de penicilina y 100 pg/m] de estreptomicina e incubado en 5% de
CO; a 37°C. Al dia siguiente, las células Hela se observaron en un microscopic para
verificar la confluencia celular (30% al 50%) Las tiansfecciones se realizaron por
triplicado usando SuperFect™ (QIAGEN Inc., Valencia, CA) de acuerdo al protocolo

descrito por el fabricante. Se adiciond el DNA (1pg del plasmido reportero y 0.025-0.3 pg
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del vector de expresidn del receptor esterotde correspondiente) a medic libre de suero (0.1
ml), se mezeld y adiciond 10 pi del reactivo SuperFect™ vy se agité durante 10 segundos.
Se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos ¥ 0.6 ml de DMEM-HG fué adicionado a
cada muestia. El1 medio conteniendo el complejo de transfeccion se adiciond a las células
en monocapa, las cuales fueron previamente lavadas con PBS. Las placas se incubaron por
3 ha37°Cen 5% de CO,. Después de la incubacion, las placas conteniendo el complejo de
transfeccién se lavaron con PBS y 3 ml de DMEM-HG se adicioné a cada pozo.
Veinticuatro horas después, el medio se reemplazé con medio conteniendo los compuestos
‘de interés en varias concentraciones (107 M a 10® M) Se utilizé Dimetil sulfoxido
{DMSO) o etanol (ETOH) como vehiculo. Al dia siguiente del estimulo se preparaion los
extractos celulares. Brevemente, el medio se aspité de cada pozo v los platos se lavaron con
2 ml de PBS, se aspito el medio vy se adiciond 1 ml de TEN frio a cada pozo, se removieron
las células de las cajas y el contenido de cada pozo se transfirié a un tubo de 1.5 ml. Los
tubos se centrifugaron a 13200 1pm por 10 minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante y
adiciond 80 pl de Tris-HC 0.25 Mm, pH 8.0, las muestras se mantuvieron en hielo durante
el proceso. Se realizaron tres ciclos de congelacidn {(utilizando nitrdgeno liquido) y
descongelacidn (37°C). Posteriormente se cuantificaron las proteinas por el método de
Bradford utilizando el reactivo de Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad). La
actividad de la CAT se evalud utilizando Spg de proteina, 25 pg de butiril coenzima A
(Sigma Chemical Co. MO), v [’H} cloranfenicol {0.01 pci/pl) (Du Pont), se mezclo ¢
incubé a 37°C por una hora. La reaccidn se terminé por adicionar 200 pl de 2:1
TMPD/Xylenes; se mezcld durante 2 minutos y centrifugé a 13200 rpm 3 minutos. Se
transfirié 120 pl de la fase de ariba a un vial de centelleo. Se adiciond 2 ml de solucién de
centelleo (Scintisafe Econo 1, Fisher scientific). La radiactividad se determind en un
espectrofotometro de centelleo liquide Beckman LS6500 (Beckman Insttuments, 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 estadisticas para este
estudio se obtuvieren a través de la prueba de T de students donde la P fue menor a 0.03

comparada con el vehiculo.



Estudios de unién al receptor

La afinidad relativa de unién al receptor se determind de acuerdo al método descrito por
Smith v Kreutner (Smith and Kreutner 1998) La transferencia de DNA mediado por
adenovirus (Smith and Kreutner 1998, Allgood et al, 1997) fue utilizada para transfectar
fas células COS-1 con 3 pg del vector de expresidn del receptor de estrogenos (pCMVs-
hER¢ o pCMVs-hERP). Veinticuatro hotas después, las células se cosecharon y el extracto
total se prepard en TESH. El extracto celular se incubé con 1 pmol de [HIE; vy
concentraciones crecientes de Es no marcado (0005 a 5000 pmol) o los compuestos
sintéticos, por tres horas a 4°C. El esteroide libre se separd del esteroide unido al receptor
por absorcion en un gel de hidroxiapatita Bio-Gel HTP (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA}.

La cantidad de [*H]E; unido al ER se cuantificé por conteo de la radiactividad.

Para la composicion de fas soluciones consultar apéndice.



RESULTADOS

Efectos de la reduccion del anillo A de la NET y el GSD en la activacién de la CAT a
través del PR

En la gifica | se muestran los efectos de NET y GSD v sus correspondientes derivados
reducidos en el anillo A sobre la actividad transcripcional mediada por el PR en células
HeLa transfectadas con los vectores de expresion para el PR, o el PRp, respectivamente.
Las células fueron cotransfectadas con el pldsmido de expresion para el PR, (A y B) o PRp
(C y D) junto con el gen reportero de respuesta a progesterona y tratadas a una
concentracién de 107 M de cada esteroide, incluyendo P, Como se muestra en la grafica 1,
tanto NET como GSD se comportan como agonistas para el PR La actividad
transcripcional de GSD es mayor a través del PRa v el PRy cuando se compara con NET o

Ps.

Como se esperaba por informes previos de afinidad de unidn relativa para el PR {Chavez et
al., 1985), la reduccion de la molécula resultd en la pérdida significativa de la potencia
transcripeional de NET y GSD (Grafica 1A,C, v 1B,D respectivamente). Los compuestos
5a-NET y 5a-GSD activazon la transcripcidn de la enzima CAT con menor potencia que
sus compuestos originales, mds ain, los derivados tetrghidro 3¢50~ y el 353,50~ de NET y

GSD ocasionan menor transactivacion de los PRs compatada con los otros compuestos.

Los datos obtenidos de los experimentos curva dosis-respuesta (1X10"'% a 1X10°®), grafica
2, demostraron que el compuesto 3o,50- vy el 3B,5a-tetrahidro derivados de NET tienen
aproximadamente de 500 a 1000 veces menor potencia transcripcional, como se juzga pot
sus respectivos valores de ECsy obtenidos (tabla 2), cuando se compard 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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Grifica 1. Activacién del PR, (A y B) y PRy (C y D) por NET, GSD y sus metabolitos
reducidos. Las células HeLa fueron transfectadas transitoriamente con &l correspondiente vector de
expresion del PR y el vector reportero PRE-Elb-CAT. Las células fueron cultivadas en presencia o
ausencia de 10® M de progesterona (P,), NET, GSD o sus cotrespondientes dihidro vy tetrahidro
derivados. Después de 24 hrs. las células fueron cosechadas y se evalud la actividad CAT como se
describe en la seccién de material ¥ métodos. Los valores son la media £ la desviacidn estindar
{8D) de un experimento representativo realizado por triplicado Los datos son normalizados con la

actividad de P4 que es establecido como &! 100 %
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Grafica 2. Activacién dosis dependiente del PR, (A v’ B) v el PRy (C ¥ D) por NET (®), GSD
(C) y sus metabolitos dihidre S5oNET (m), 50GSD (0), v tetrahidro 3o,5cNET(A),

3B,5aNET(Y), 30,50GSD(A), 3P,50GSD(V) reducidos. Las céfulas Hela fueron cotransfectadas
fransitoriamente con los vectores de expresion para &) PR, o &l PRy v el gen reportero PRE-elb-
CAT vy estimuladas con dosis crecientes (1077 - 10°%) de cada compuesto, utitizando P, (#) como

control Los valotes son la media de un expetimento tepresentativo realizado por triplicadox SD.



Tabla 2. Dosis efectiva (ECsp;,) de NET y sus metabolifos para la activacidn de Ia

transcripeion a través del PR, y PRp.

PRA

NET

Sa-NET

Jo,30-NET

3B.5a-NET

200X 10°M

0.10X 101 M
126 X 10° M
462X 10° M

675X 10%M

PRy
876 X 107°M
816X 10" M
180X 10°M
256 X10* M

791X 10% M

-Tabla 3. Dosis efectiva (ECsy) de GSD y sus metabolitos para la activacién de la

transcripeion a través del PR, y PRg.

PR, PR
P, 290X 10% M 876 X 10" M
GSD 136 X107 M 183X 10" M
5a-GSD 375X 10MM 229X 10°M
5030-GSD 106X 10 M 128X 10% M
5030-GSD 1.01 X 10°% M 390X 10° M

37



Transactivacion selectiva de los subtipos del ER

Dado los efectos in vivo € in vitro de los derivados reducidos en el anilio A no fendlico de
NET vy GSD (Larrea et al., 1987, Lemus et al., 2000, Larrea et al., 1984), se examinaron las
actividades, por separado, de los metabolites sintéticos reducidos en el anillo A a través del
ERa y el ERB. En estos estudios, los efectos de GSD, NET ¥ sus cortespondientes dihidre
y tetrabidro derivados en la transcripcion del gen reportero mediado por el 1eceptor fueron
comparados con E;. Como se muestra en la grafica 3, de los ocho esteroides sintéticos
probados, tanto el 3B,50-NET como et 3p,50-GSD mostraron alta induccion de la
transcripcién  del gen reportero cuando las células Hela fueron transfectadas
transitoriamente con el ERq, (Gidfica 3A v 3B) Los compuestos So-dihidio y 3o,5¢-
tetrahidro detivados de NET y GSD, presentaron potencias significativamente menotes que
los compuestos 3B,50-NET y 3B,5c-GSD Asf que la reduccion del anillo A de las
meléculas de NET y GSD 1esulté en un incremento de la actividad transcripcional mediada
por el ERa. La incubacién con 10 M de estos compuestos no mostré estimulacién de la
transcripeién de la enzima CAT en células Hela transfectadas con el ERp (Grafica 3C v
3D). De manera interesante los dos compuestos 3B, 5a-NET v 35,50-GSD a una
concentracién de 10 M que presentaron una potencia transcripcional similar a la del B, en
células transfectadas con el ERa (Figura A y B), no exhibieton actividad transcripcional
estadisticamente significativa comparada con una dosis similar a través del ERB Asi que
interesados en el efecto agonista selectivo de los compuestos tetrahidro teducido de NET y
GSD, (Grafica 4) se evalud su comportamiento, con dosis crecientes (10°M - 1072M),
sobre la transcripcidn del gen reportero a través del ERo o el ERB. Como se muestra en la
grafica 4A, 3f,5a-NET resultd en la transactivacion selectiva del ER con una ECsq de 8.4
X 107" M + 027 X10'® M. Estos valores fueron 100 veces menores, en orden de magnitud,
que los obtenidos con E; (ECso de 3.32 X 10" M £ 048 X10"* M) Como también puede
observarse en la grafica 4A, el 3B,5¢-NET, a una dosis de 102 M a 107 M, no fue capaz
de estimular [a transcripcion del gen reportero mediade por ERB. Sélo a concentraciones
altas de estos compuestos (1{)'6 M) el ERPB fue capaz de estimular la actividad CAT

(ECsp de 7.2 X 107 M £ 0.1 X10"" M).. Resultados similares se obtuvieron en la activacién
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Grafica 3. Efectos de NET, GSD y sus derivados dikidro y tetrahidro en el ERa (A y B} y ¢l
ERP (C y D) mediante la actividad reportera del ERE-Elb-CAT. Las células fueton cultivadas
en ausencia (V) o presencia de 10°* 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 E; que es establecido como el 100 %
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Grifiea 4. Activacion dosis dependiente del ERa (simbolos cerrados) pero no del
ERP (simbolos abiertos) por el 33,50-NET (A) v el 33,5a-GSD (B). Las ¢€lulas HelLa fueron
cotransfectadas transitoriamente con los vectores de expresién para el ERe o ERP ¥ el gen
1eportero ERE-Elb-CAT vy estimuladas en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de E;
(107100 M) (circulos) o los derivadoa 38,50 de NET y GSD (tridngulos) Los valores son la

media de + SD de un experimento representativo realizado por triplicado.

40



Transcripcional a través del ERc. y ERP con dosis crecientes de 3p,5¢-GSD (Grafica 4B).
Sin embargo, el compuesto tetrahidro reducido de GSD no activo la transcripeidn a través

del ERp a una dosis altade 1 X 10°M.

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

Estudios previos (Sun et al., 1999, Gaido et al., 1999), demostraron que algunos ligandos
selectivos para el ERo mostraron ser potentes antagonistas para el ERP, asi que con el fin
de investigar si estos compuestos acthan como antagonistas particularmente a través del
ERB, las células HeLa se cotransfectaron con los vectores de expresion para el ERa o el
ERP junto con el gen reportero. Para esto se utilizo B, (1 X 10° M) en presencia o ausencia
de concentraciones crecientes (10° M a 10° M) de NET o GSD v sus correspondientes
derivados reducidos en el anillo A, o ¢l antiestrégeno 4-hidroxitamoxifeno (T) (107 M).
Como se muestra en la figura 5, con la excepcién de 4-hidroxitamoxifeno ninguno de los
derivados de NET (panel C) o GSD (pancl D), a varias concentraciones (107 M a 10 M),
inhibieron significativamente la activacion del gen reportero inducide por el ER.

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

Estudios de unién al receptor de estrégenos

Las afinidades de unidn relativa (ARB) de los tetrahidro derivados 38,5~ de NET y GSD,
tespectivamente, se determinaron en  extractos de células COS-1 transfectadas con el
vector de expresion paia el ERa o el ERf Como se observa en la figura 6, ambos
compuestos mostraron la habilidad de desplazar el [*H]E; unido al ERc: {panel A) con una
ARB de 1.18 ¥y 5.23 para el 3B,5¢-NET y 3B,5¢-GSD, respectivamente. En contraste, estos
compuestos se comportaron como competidores débiles para los sitios de unién del ERJ3
(panel B), como se juzga por sus correspondientes ARB (0.00418 y 0.039 para 38,50-NET

y 3B,30-GSD, respectivamente).
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Grafica 5. Los compuestos GSD, NET y sus dihidre y terahidroe derivados no antagonizan la
transactivaciéon del ERa o el ER. Las células HeLa fueron cotransfectadas transitoriamente con
el vector de expresion para el ERa (A y B) o el ERB {C y D)} y el gen teportero ERE-EIb-CAT. Las
células transfectadas se incubaton con 1nM de E; en presencia o ausencia de 107 M de 4-
hidroxitamoxifeno (T) © varias concentraciones (10% a 10° M) de NET o GSD y sus
correspondientes sintéticos derivados reducidos Las incubaciones control se {levaron a cabo en
presencia séle del vehiculo (DMSO v etanbl, o etanol mas T) Los valores son la media de + SD de
un experimento representativo realizado por triplicade. Los datos son normalizados con la actividad

de E; que es establecido como el 100 %,
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Gréfica 6. Afinidad de unién relativa de E2 (@), 38,5a-NET (¥) y 3B,50-GSD (O) para el ER¢
(panel A) y ERB (panel B). Los extractos de células COS-1 fueron transfectadas con los vectores
de expresion para el ERo 0.¢l ERB, las célufas fueron incubadas en presencia de 1 pmol de PHIE, y
concentraciones crecientes {0.005 a 5000 pmol) de cada uno de fos competidores no marcados Los

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



DISCUSION

El ER es un miembro de la familia de receptores nucleares v funciona como un factor de
transcripcidn dependiente de la hormona {Evans, 1988). La transactivacién por el ER es
mediada por dos funciones de activacién (AF): AF-1 localizado en el dominio N-terminal y
AF2 localizado en ¢l dominio de unidn al ligando (Tora et al., 1989). Recientemente un
nuevo subtipo del ER fue identificado v es preferenternente expresado en préstata y ovario
de rata v humano (Kuiper et al, 1996). Este 1eceptor fue denominado el ERP para
distinguirse del cldsico ER (ERa). Aunque la importancia bioldgica de la existencia de dos
subtipos del ER ain no es clara, la homologia relativa (60%) entre sus respectivos dominios
de unidn al ligando (Kuiper ¢t al., 1998) aumenta la posibilidad de la existencia de ligandos
naturales o sintéticos con caracteristicas de unidn especifica para ambos subtipos del ER.
Asi, la expresion diferencial de compuestos con actividad estrogenica dependera de los
subtipos del ER y proveerd de una explicaciéon para las acciones pleiotrdpicas de los

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

Nuestro grupo ha demostiado que los derivados sintéticos de la 19-nor testosterona son
biotransformados en otios metabolitos que exhiben diferentes propiedades a las de Ia
hormona original en los tejidos blanco (Stillwell et al., 1972, Braselton et al., 1979, Larea
et al., 1987, Lemus et al., 1992). La reduccién en el anillo A de los derivados de la 19-nor
testosterona como la noretisterona (NET) vy el gestodeno (GSD) a sus correspondientes Soi-
dihidro vy 3B,5u-tetrahidio  derivados disminuye significativamente su  actividad
progestacional, Mientras el metabolito dihidro-reducido se une principalmente al PR, el
metabolito tetrahidio-reducido pierde su actividad progestacional v muestra actividad de
unidn significativa por el ER v sus efectos estrogénicos in vivo (Larrea et al., 1987, Lemus
et al, 1992, Pérez-Palacios et al., 1992 Vilchis et al., 1986, Lemus et at, 2000). Estas
observactones apoyan la idea.de que un esteroide puede inducir efectos selectivos agonista

o antagonistas de su metabolismo en O1ganos y tejidos blancos, asi como de la
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disponibilidad de los receptores esteroides y de la presencia de promotores responsivos a

esterotdes v cofactores

Los 1esultados del presente estudio apoyan observaciones previas, demostrando que la
doble reduccion enzimatica de los derivados de la 19-nor testosterona, para la formacion de
metabolitos reducidos en el anillo A, determinan sus actividades biolégicas por medio de la
interaccién diferencial con otros receptores esterotdes diferentes al de Py (Larrea et al,
1987, Lemus ot al., 1992, Pérez-Palacios et al, 1992, Lemus et al, 2000, Larrea et al.,
1984). En efecto, las propiedades estrogénicas intrinsecas de NET y GSD, dos derivados de
la 19-nor testosterona, son probablemente debidas a su biotransformacién a derivados
3B,5o-tetrahidio 1educidos (Larrea et al, 1987). Ademads, este estudio demuestra
claramente 1a activacion especifica de la transcripcién a través del ERa por dos compuestos
derivados de la NET y el GSD 3B,5a-NET y 3B,50-GSD, respectivamente. Estos
1esultados son de importancia paia la caracterizacion de sus efectos biologicos de los

estrogenos mediados de subclases a través del ER.

Los 1esultados obtenidos de la afinidad relativa de estos compuestos por el ERa fueron
muy similares a los informados previamente utilizando citosol de Utero de rata (Chévez et
.al, 1985). Estas observaciones, junto con otros estudios de los efectos de la NET v 3B,5¢
NET sobre la liberacion de la LH hipofisiatia, incluyendo sus efectos estrogénicos en el
endometrio de ratas hembras castradas (Larrea et al,, 1987, Larrea et al , 1984), confirman
la activacidn de la transcripcion y la unidn selectiva del 38,50-NET al ERo y estén de
acuerdo con la distribucion relativa del ARNm de este receptor en diferentes tejidos de la
rata y el raton (Kuiper et al, 1997, Couse et al,, 1997, Shughrue et al., 1996, Shughtue et
al,, 1997). El ARNm del ERc se expresa principalmente en la hipdfisis, atero, testiculo,
epididimo y rifion, asi que la respuesta estrogénica del 38,50-NET podr{a espetarse en
estos tejid‘os‘ Aungue estos hallazgos sugieren que el 3f,5a-tetrahidro derivado de la NET
tiene acciones tejido-selectivas, la evaluacién detallada de los efectos bioldgicos de estos
agonistas selectivos del ERux en los modelos knockout del ERa o el ERP son de interés

elevante
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La factibilidad de contar con un ligando selectivo preferencial para ¢l ERa, como es el caso
del presente estudio, ayudard en ¢l progreso de la identificacion de esteroides sintéticos o
naturales con diferentes afinidades relativas pata ambos subtipos del ER A este 'respecto,
se conoce que solo aquellos esteroides C-19 con un grupe hidroxilo en el C-3 v C-17 tienen
afinidad significativa por ambos subtipos del ER (Kuiper et al, 1997) Ademas, como se
muestra aqui, la orientacion espacial telativa del anillo A con respecto al anillo B, como en
el caso de la hidroxilacién y la So-reduccién en el C-3 de la NET y el GSD podria ser
considerado también como una caracteristica estructural importante para el reconocimiento
del ligando por el ERa. Si otras modificaciones en la estructura del ligando, ademés de las
que ocuiren en ¢l anillo A, tal como sustituciones en el C-17 en posicién alfa o la ausencia
del metilo angular en C-19 (Jordan et al, 1985) en la molécula de la NET y el GSD son

importantes pata la unién selectiva al ERc, serdn motivo de futuras investigaciones.

Estas observaciones son consistentes con estudios ptevios sobie la relacion estructura-
actividad (Tong et al., 1997), en estos estudios la adicién de sustituyentes en la posicién
17¢- del anillo esteroidal, aumenta la afinidad para el ERe, lo que estd de acuerdo con ios
hallazgos experimentales de este estudio. Adetnds, los cambios moleculares secundarios a
la pérdida del metilo angular en C-19 que incrementan la movilidad y densidad elestrénica
del anillo A, permiten el alineamiento del grupo 3f3-hidroxi y los dtomos de hidrégeno 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
Recienternente, dos nuevos ligandos paza el ERa y el ER han sido descritos {Sun et al,,
1999). El primero es un compuesto pitazol no esteroidal, con potencia agonista de 120
veces mayor paia el ERo v el segundo un derivado cis-dietil con actividad agonista para el
ERa y antagonista para ¢l ERP De manera similar, Kuiper et al. (1997), informaron las
afinidades de unién relativas para el ERa y el ER} de un nimeo de derivados
estrogénicos, incluyendo ciertos fitoestrégenos no esteroidales, tales como la genisteina.
Ademds estos autores presentaron evidencias de que los andrégenos naturales reducidos en
el anillo A son mas selectivos para el ERB, lo cual podiia indicar la importancia de las
sustituciones en C-17 y/o la ausencia del grupo metilo en C-19 en su acoplamiente con el

ERa. A este respecto los resultados de este estudio permiten discriminar de manera mas
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apropiada la afinidad relativa de unidén y la capacidad de activar la franscripeidn a través del
ERc v del ERJ facilitando estudios que conduzcan a establecer el papel funcional de

ambos 1eceplores.

Por otra parte, la mayoria de los cdnceres de mama humano, por lo menos inicialmente, son
estrogeno dependientes y sufren regresion cuando son deprivados del soporte hormonal
Algunos pacientes cuyos tumores de mama carecen del ER, raramente responden a [a
ablacién endoctina o al tratamiento con anfiestrégenos Por el contrario otros pacientes con
céncer conteniendo el ER el tratamiento es benéfice (Jordan 1994, Osborne et al, 1996) La
deferminacién inmunohistoquimica del ER en biopsias de tumor se ha vuelto un
procedimiento clinico rutinatio pata evaluar la terapia Sin embargo, exisie una propoicion
de pacientes con tumores positivo al ER que no responden a 1a terapia endocrina o bien son
resistentes al efecto antiestrogénico del tamoxifeno. Actualmente los procedimientos
disponibles para la identificacion del ER se basan en anticuerpos especificos para el ERo
por lo cual no detectan proteinas del ERB. El RNA mensajero del ERP ha sido detectado en
biopsias de céncer de mama humano y en lineas celulares de céncer de mama humano por
RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa reversa transcriptasa) y andlisis de
proteccion de la RNAsa {Dotzlaw et al., 1996, Enmark et al., 1997). La expresion del ERJ
en ¢élulas de tejidos normales ain no ha sido bien identificada v el posible papel del ERB
en tejido de mama normal o en el desarrollo de cdncer de mama y/o terapia no es atin
conocida, por lo que la disponibilidad de compuestos con selectividad preferencial para los
subtipos del ER, como en el caso del presente estudio, serdn de gran utilidad en ciertas
condiciones en donde la administracién del esteroide se encuentra contraindicada La
identificacion de compuestos selectivos por los subtipos del ER serd de valiosa ayuda para
el desarrollo de nuevas acercamientos terapéuticos basados en las acciones hormonales y
provee una herramienta importante para examinar las funciones meleculates y celulares

especificas dependientes del ERa. v ¢l ER

En el presente estudio, se evalug la actividad estrogenica de NET, GSD y sus metabolitos
utilizando gencs reporteros dependientes de la actividad estrogenica Los resultados
demostraron que a concentraciones bajas los derivados 3B, 5a-tetrahidro de NET y GSD

(3B,5c-NET y 3p,5¢-GSD, respectivamente) activan selectivamente al ERa y poseen
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actividad agonista débil a concentraciones altas por el ERB. En 1esumen, los datos
presentados demuestian la identificacion de dos tetrahidro derivados de Ja NET v el GSD
que unen y activan selectivamente la transcripeidn via el ERe Bstos cotnpuestos, ademas
de sus aplicaciones terapéuticas v cientificas, ayudaran a la identificacién de ligandos

sintéticos ¥ naturales especificos para los subtipos del ER.
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CONCLUSIONES

» Los metabolitos dihidro y tetrahidro reducidos de la NET y el GSD pierden actividad
progestacional, pero adquieren actividad estrogénica cuando fueron evaluado en células
Hel.a transfectadas tiansitoriamente con vectores de expresion paia los receptores de

progesterona y estradiol.

+ La actividad estrogénica de los derivados tetrahidros reducidos de la NET y el GSD a
nive] transcripcional es debida a su efectos agonista ¥ selectivo sobre receptores alfa

estrogénicos.

¢ El efecto selective de los compuestos 38,5a-NET y 3[B,50-GSD sobie el receptor de

estradiof alfa se debe a la unidn selectiva por este teceptor.
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APENDICE

Medio de cultivo liquido LB (Luria Bertani} (1000 ml.}
10g de triptona; 5 g de extracto de levaduta; 10 de NaCl; pH 7.5. Esterilizar por autoclave.

Almacenar a 2-8°C.

Medio de cultivo LB sélido (agar) (1000 ml.)

10g de triptona; 5 g de extracto de levadura; 10 de NaCl; 5 g de agar pH 7.5. Esterilizar por

autoclave.

Almacenar a 2-8°C

Solucién P
50 mM Tris.Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNasa A

Almacenar a 2-8° C,

Solucion P2

200 mM NaOH; 1% SDS

Almacenar a temperatura ambiente.
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Solucion P3
3.0 M acetato de potasio, pH 5.5

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion QBT
750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol; 0 15 % Triton X-100

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion QC
1.0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol

Almacenar a temperatura ambiente,

Solucién QF
1.25 M NaCl; 50 mM Tris CL, pH 8.5; 15% isopropanol

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién EB

10 mM Tris C1, pH 8.5
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Gel de agarosa al 1% en TBE

0.33 g de agarosa; 33 ml de TBE 1X; 0 5 pg/m} de bromuro de etidio.

Amortiguador de carga para DNA 6X

0.25% Azul de bromofenol; 0.25% xileno cianol; 15% ficoll {tipo 400).

Almacenar a 4°C.

Solucidn amortignadora TBE 5X (1 1t}
54 g Tris base; 275 g 4cido borico; 20 m! EDTA 0.5 (pH 8.0). Esterilizar por autoclave.

Almacenar a temperatura ambiente.

Medio para cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) con 1ojo de fenol alto en
glucosa (Gibco BRL, life technologies) suplementado con 10% de suero bovino fefal

{FBS); 100p/ml de penicilina y 100pg/ml de estreptomicina.

Almacenar a 4°C.

Medio para cultivo celular utilizado en la transfeccién DMEM sin rojo de fenol alto en
glucosa (Gibeo BRL, life technologies) suplementado con 5% de suero bovino fetal (FBS);
1% L-glutamina; 100p/ml de penicilina y 100ug/ml de estreptomicina.

Almacenar a 4°C.
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1M de CaCl; (1 1t}

147 g de CaCly 2H,0.

Solucion CaCly

60 mM CaCly; 15% glicerol; 10 mM PIPES pH 7.0.

Solucién PIPES (500ml)

1.5 g PIPES.

Protocolo suero bovino fetal (FBS) tratado con carbén/dextran

1. Solucién amortiguadora (11t} 10 mM hepes; 0.15 M NaCl; 1.5 mM MgCly; pH 7.4;
adicionar 2.5% de carbén activado; (.025% de dextran T-70. Incubar toda la noche

a4°C con agitacién
2. 'Céntrifugar a 2000 rpm por 10 min.
3. Decantar el sobrenadante y retaplazar con 1 It de FBS.
4, Mezclar fuertemente el carbdn con el suero € incubar a 4°C con agitacion.
5. Centrifugar a 7000 rpm a 4°C durante 1 hora
6. Filtrar el suero inmediatamente en filtros de 0 22 um.

7. Almacenar a -20°C.
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Preparacién de *H-Cloranfenicol
1. 50 pl de *H-Cloranfenicol; 450 plde 0.25 M Tris; 500 pl de xyleno.
2. Mezclar 2 minutos y centrifugar a 13200 rpm dutante 2 minutos.
3. Descartar la fase de arriba y adicionar 500 pl de xyleno.
4 Mezclar 2 minutos y centrifugar a 13200 rpm durante 2 minutos.

5. Descartar la fase de arriba y tiansferir a un plato para permitiz la evaporacién de los

1esiduos del xyleno.

6.- Tomar 20 pl v adicionar 4 mi de solucidn de centelleo, Determinar la radiactividad

en un espectiofotémetro de centelleo liquido Beckman LS6500.

Solucidn TESH

10mM Tiis, pH 7.7; conteniendo 1mM EDTA; 0.1% de monotioglicerol ¥ 0.4 M de NaCl.

Solucién TEN
40 mM Tris-HCI, pH 8.0; ImM EDTA pH 8.0; 150 mM NaCl.

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

Solucién Tris-HC 1M, pH 8.0
78 82 g Tris-HCI

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