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ABSTRACT 
 
Norethisterone, Levonorgestrel and Gestodene are synthetic19-nortestosterone-derived progestins 
widely employed as contragestational agents as well as in hormone replacement therapy. The 
bioconversion of these 19-Nor progestins  into 5α-, 3α,5α- and 3ββ,α- A-ring reduced metabolites, 
may potentially confer to the resulting product particular agonistic or antagonistic properties. 
Since the 5α-reduced metabolites are able to bind the androgen a progesterone receptors, the 
purpose of this study was to assess the androgenic activity of these three different synthetic 
progestins and their corresponding A-ring reduced metabolites at the transcriptional level. In this 
context, transactivation assays were performed in CV-1 cells cotransfected with expression vector for 
AR and MMTV-LUC as androgen-responsive reporter gene. The results obtained from these studies 
demonstrated that 5α-NET and NET possess a strong androgenic activity, similar than that exerted 
by 5α dihydrotestosterone (DHT). Levonorgestrel (LNG), Gestodene (GSD) and their 5α-reduced 
derivatives exert significant androgenic activity but to a lower extent. In contrast, the 3α,5α-
tetrahydro derivatives resulted in a significant lower androgen-induced  transcriptional activation. To 
determine if the agonistic effects exerted by 5α reduced metabolites were mediated by inducing the 
conformational changes in the androgen receptor, we employed the mammalian two-hybrid assay in 
HeLa cells. As expected, data obtained for these studies to induce the AR NH2-terminal and carboxyl-
terminal interaction in a two-hybrid protein assay demonstrate that NET and its 5α reduced 
metabolite are the most potent androgenic compounds able to induce the N/C interaction, more than 
40-fold induction than control. The lower affinity synthetic progestins (NET, LNG and GSD) and their 
corresponding A-ring 5α-reduced metabolites require higher concentrations, <100 nM to induce 10-
fold induction of the NC interaction. In contrast the 3α,5α-tetrahydro derivate resulted in a significant 
induction of the N/C interaction at concentrations up 100 nM The results indicate that these assay 
systems are suitable for measuring the androgenic effect of different synthetic progestins at the 
transcriptional level. In this assays, 5α reduction of NET, LNG, and GSD exhibit potent androgenic 
effects at the transcriptions level correlating with the conformational changes necessary to activate 
the two hybrid transcriptions system, allowing us to confirm that the single or multiple hormonal 
transcriptions effects of these compounds are partially mediated by its A-ring-reduced derivatives 
alter bound to the different steroid receptors at target tissues. 
 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

 
Las progestinas sintéticas Noretisterona, Levonorgestrel y Gestodeno, derivadas de la 19-
nortestosterona son fármacos que mimetizan la acción de la progesterona y son ampliamente 
utilizadas como agentes anticonceptivos, en la regulación del ciclo menstrual, en la terapia de 
reemplazo hormonal y en el tratamiento de algunos canceres como: cérvico-uterino, mama y 
próstata. Se ha demostrado que estas progestinas sintéticas se biotransforman en metabolitos 
dihidro-reducidos y tetra-reducidos en el anillo A de la molécula de la nortestosterona a nivel de su 
órgano blanco y son capaces de interactuar con receptores a hormonas esteroides desencadenando 
efectos hormonales, agonistas o antagonistas diferentes a las del producto inicial, siendo capaces  
de unirse al receptor de progesterona y andrógenos y ocasionar efectos colaterales como alopecia, 
hirsutismo, acne y alteraciones en el metabolismo de lípidos y carbohidratos.. 
El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad androgénica de estas tres progestinas NET, LNG, 
GSD y sus metabolitos 5α-dihidro, 3α,5α y 3β,5α-tetrahidro-reducidos en el anillo A, a nivel 
transcripcional. Para evaluar su actividad androgénica se utilizo dos modelo moleculares in vitro 
altamente eficiente basado en la detección luminiscente de la expresión del gen reportero luciferasa 
de luciérnaga, cuya transcripción esta regulada por elementos de respuesta a andrógenos, 
insertados en la región promotora del virus del tumos mamario de ratón. Para determinar las 
propiedades agonistas de estas progestinas y sus metabolitos correspondientes, se empleo el 
sistema del doble híbrido en células de mamífero y se cuantifico la afinidad de los diferentes 
lligandos para promover la interacción amino-carboxilo terminal del receptor de andrógenos. 
Los resultados obtenidos de los ensayos de vectores reporteros demuestran que 5α-Noretisterona y 
Noretisterona poseen una fuerte actividad androgénica similar a Testosterona y DHT. LNG y GSD y 
sus metabolitos 5α-reducidos también demuestran una actividad andrógenica, conjuntamente con 
los metabolitos 3α,5α-reducidos de estas progestinas. Con el sistema de doble híbrido, los 
resultados fueron semejantes, siendo capaces de promover la conformación amino-carboxilo 
terminal del receptor de andrógenos, pero su androgenicidad es menor en comparación a las 
hormonas naturales T y DHT. Finalmente, podemos concluir, que estas metodologías son 
adecuadas para cuantificar la actividad hormonal de las progestinas sintéticas e interaccionar con el 
receptor de andrógenos y provocar un cambio conformación necesario para activar la transcripción y 
la expresión génica. Adicionalmente, se confirma que los metabolitos de estas progestinas son 
capaces de interaccionar con el receptor de andrógenos y su biotransformación a compuestos 
dihidro-reducidos aumenta su capacidad de interacción con el receptor de andrógenos, al sufrir la 
tetrahidro-reducción hace disminuir o anula su capacidad de interactuar con el receptor de 
andrógenos y probablemente este cambio conformaciónal, que adquiere le permite interaccionar con 
otros receptores a hormonas esteroides y desencadenar su efecto biológico. 

 

 

 



ABREVIATURAS 
 
aa Aminoácidos 
AF-1   Región de Transactivación 1 
AF-2 Región de transactivación 2 
AR Receptor de Andrógenos 
ARE Elemento de respuesta a andrógenos 
C Molécula de Carbono 
CBP Proteína de unión a CREB 
3α,5α-LNG Isómero tetra-hidroreducido de LNG 
3β,5α-LNG Isómero tetra-hidroreducido de LNG 
3α,5α-NET Isómero tetra-hidroreducido de GSD 
3β,5α-NET Isómero tetra-hidroreducido de GSD 
3α,5α-NET Isómero tetra-hidroreducido de NET 
3β,5α-NET Isómero tetra-hidroreducido de NET 
5α-GSD Isómero 5α de GSD 
5α-LNG Isómero 5α de LNG 
5α-NET  Isómero 5α de NET 
COOH Carboxilo Terminal 
CTE Extensión Carboxilo Terminal 
DBD Dominio de unión al DNA 
DIR Dominio de interacción 
DNA ó ADN Ácido desoxirribonucleico 
ER Receptor de estrógenos 
ERα Receptor de estrógenos alfa 
ERβ Receptor de estrógenos beta 
FSH  Hormona Folículo Estimulante 
FTSE Factores de transcripción de secuencia específica 
FRET Transferencia de energía de resonancia fluorescente 
GR Receptor de Glucocorticoides 
GSD Gestodeno 
GTF Factor general de transcripción 
HAT Actividad de acetil transferasa 
HREs Elemento de respuesta hormonal 
Hsp Proteína de choque térmico 
Kb kilobases 
LBD Dominio de unión al ligando 
LH  Hormona Luteinizante 
LNG Levonorgestrel 
LUC ó Luc Luciferasa 
MMTV Virus del tumor mamario del ratón 
MPA Acetato de Medroxiprogesterona 
NET Noretisterona 
NH2 Región Amino Terminal 
NLS Señales de localización nuclear 
NPC Complejo del poro nuclear 



NR Receptores nucleares 
NTD Dominio amino terminal 
PA Plásminogeno 
P4 Progesterona 
PCOS Síndrome de Ovario Poliquístico 
PPARα Factor proliferador de peroxisómas alfa 
PR Receptor de progesterona 
PRA Isoforma A del receptor de progesterona 
PRB Isorforma B del receptor de progesterona 
RAR Receptor de ácido trans-retinoico 
RM Receptor de mineralocorticoides 
RNA Ácido ribonucleico 
RNAP RNA polimerasa 
RXR Receptor de ácido 9-cis retinoico 
SHBG Hormona transportadora de globulinas 
TAF Factor de interacción con TBP 
TBP Proteína de unión a la caja TATA 
TR Receptor de hormona tiroidea 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



Evaluación Transcripcional de la Actividad Androgénica in vitro de Tres Progestinas... 
 

 1

1. INTRODUCCION 
1.1 EL CICLO MENSTRUAL 
El útero juega un papel importante en la sobrevivencia de las especies; en él ocurren procesos vitales para 
la perpetuación de las especies, el más importante es la implantación del huevo fertilizado. En los mamíferos 
el útero esta compuesto de varias capas una de ellas es el endometrio, es un tejido muy dinámico que se 
prepara para la impantación y desencadena una serie de ciclos que incluyen proliferación, diferenciación y 
desprendimientos de la capa endometrial, lo que contituye la menstruación en respuesta a factores 
endócrinos y paracrinos. 
El ciclo menstrual es la secuencia repetitiva de la función del sistema hipotálamo-hipófisis-gónada (ovario) 
con cambios morfológicos y fisiológicos en los órganos blanco: ovario, útero, oviducto y vagina (tracto 
reproductivo). El primer día que marca el inicio del ciclo, es el comienzo del sangrado menstrual. El 
promedio de duración de cada ciclo es de 28 a 40 días, aproximadamente (Yen, 1991). 
Los cambios estructurales y funcionales que ocurren en los órganos genitales (blanco), dentro del lapso de 
tiempo que dura cada ciclo, están regulados bajo el dominio de las hormonas sexuales de los ovarios. El 
ciclo menstrual se divide en dos fases, de acuerdo al desarrollo ovárico, denominadas fase folicular y fase 
lútea (Figura 1). Adicionalmente, se ha llamado ciclo menstrual bifásico cuando las dos fases están 
presentes. 
La fase folicular, comprende una duración aproximada de 13 días, es el período en el cual ocurre el 
desarrollo de un folículo preovulatorio. La hormona folículo estimulante (FSH) promueve el desarrollo de los 
folículos antrales a preovulatorios y la maduración del ovocito. Adicionalmente, induce la proliferación celular 
y la síntesis tanto de su receptor como de varios factores que de forma autócrina o parácrina regulan la 
función de las células de la granulosa, potenciando o contrarrestando los efectos de las gonadotropinas 
(Yen, 1991; Fauser y van Exuden, 1997). 
Los andrógenos producidos por las células de la teca, debido al efecto trófico de la hormona luteinizante 
(LH), son aromatizadas a estrógenos en las células de la granulosa gracias a la acción de la FSH, la cual 
induce la transcripción de la P450 aromatasa (Misrahi et al., 1998). 
La selección del folículo destinado a ovular esta asociado a la alta capacidad de biosintetizar y secretar 
andrógenos, estrógenos, progestágenos e inhibina (Tesark y Mendoza, 1995). La integridad de la 
producción de estas hormonas es dependiente de la interacción entre las células de la teca y las células de 
la granulosa. La actividad de cada una, esta modulada por cambios en las enzimas esteroidogénicas, del 
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citocromo P450 aromatasa y por una variedad de factores de crecimiento que operan por medio de 
mecanismos autócrinos y parácrinos (Zeleznik y Benyo, 1994; Sullivan, 1995). 
A su vez los estrógenos inducen la proliferación de las células de la granulosa y, conjuntamente con la FSH, 
la síntesis de receptores para LH. La presencia de LH durante la fase folicular es indispensable para proveer 
a las células de la granulosa los sustratos para la aromatización; su ausencia en esta fase no inhibe el 
crecimiento folicular, pero si la maduración y la capacidad del ovario para llevar a cabo completamente el 
proceso esteroidogénico (Hillier et al., 1994). 
La fase lútea u ovulación, en un ciclo menstrual normal de 28 días, la ovulación ocurre aproximadamente a 
la mitad, es decir a los 14 días después del comienzo de la menstruación. 
La LH es la encargada de la producción de progesterona y de la luteinización del folículo preovulatorio, así 
como, para completar la maduración del ovocito, la reanudación de su meiosis (la FSH también participa) y 
la ruptura folicular. Estos últimos eventos ocurren en la mitad del ciclo, durante el cual la secreción de la LH 
se incrementa significativamente de forma temporal durante aproximadamente 48 horas (Hilliert et al., 1994). 
Durante esta fase del ciclo la LH y la FSH actúan de forma sinérgica lo que favorece al crecimiento del 
folículo en los días previos a la ovulación (Fillican, 1999). La tasa de secreción de estrógenos comienza a 
disminuir aproximadamente un día antes de la ovulación a la vez que comienzan a secretarse pequeñas 
cantidades de progesterona (Yen, 1991). 
Con el pico preovulatorio de LH ocurren una serie de cambios bioquímicos, fisiológicos y morfológicos que 
culminan con la ruptura folicular y la ovulación. El folículo presenta un aumento en el flujo sanguíneo y en la 
permeabilidad capilar, lo que permite que el líquido intersticial y el folicular sean ricos en proteínas 
plasmáticas, entre ellos el plasminógeno. Por otro lado, la LH estimula la síntesis de proteínas responsables 
de la diferenciación de las células de la granulosa para convertirse en células luteinizantes y de la secreción 
de esteroides, así como, del activador de plasminógeno (PA). 
El PA convierte el plasminógeno del líquido folicular e intersticial en plasmina, la cual activa a la colagenasa 
que junto con otras proteasas de serina completan la proteólisis de la colágena. Finalmente disminuye la 
tensión de la pared folicular, hasta que ocurre la ruptura del folículo y por consiguiente la ovulación (Espey y 
Lipner, 1999). 
Durante las primeras horas tras la expulsión del óvulo del folículo, las células de la granulosa interna y de la 
teca, se convierten rápidamente en células luteinicas. Aumentan su diámetro dos veces o más, y se llenan 
de inclusiones lipídicas. Este proceso se denomina luteinización y al conjunto de la masa de las células se 
denomina cuerpo lúteo. 
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En la fase lútea, las concentraciones plasmáticas de FSH alcanzan los niveles más bajos. No se requiere de 
FSH para mantener el cuerpo lúteo. La combinación de inhibina con estrógenos y progesterona, suprime la 
secreción de FSH y previene la iniciación de la foliculogénesis. Por otro lado, la LH es indispensable para la 
síntesis de las hormonas sexuales, principalmente progesterona e inhibina. 
Cuando en la fase lútea empieza a decaer la concentración de estrógenos y progesterona, ocurre un 
incremento temporal en los pulsos de la hormona liberadora de gonadotropinas (Gn-RH), el cual se va 
incrementando progresivamente a lo largo de los primeros días de la fase folicular (Yen, 1991). 
En la transición de la fase lútea-folicular, se lleva a cabo la foliculogénesis. Esta comienza en la fase 
lútea tardía del ciclo previo y continúa durante la transición lútea-folicular. En este punto, la declinación del 
cuerpo lúteo esta asociada con la rápida disminución de las concentraciones plasmáticas de estradiol y 
resulta en el incremento de la secreción de FSH (aproximadamente dos días antes de la menstruación). 
Esta fase se distingue por una secuencia de cambios dinámicos que envuelven la terminación de la función 
lútea y la reactivación del sistema Gn-RH-gonadotropinas (Figura 1).  
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Figura 1. Ciclo menstrual. La coordinación del ciclo B) ovárico, y D) uterino, esta controlado por las A) 
hormonas gonadotrópicas y C) hormonas esteroides. Durante la fase folicular el ovocito madura y el útero se 
prepara para recibirlo, en ausencia de fertilización, el endometrio inicia su desprendimiento, 
desencadenando la menstruación (Scott, 2000). 
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El ciclo menstrual es crucial para la reproducción y representa la integración de tres diferentes ciclos 1) el 
ciclo ovárico, 2) el ciclo uterino y 3) el ciclo cervical que se encarga de permitir la entrada del 
espermatozoide al tracto reproductor femenino en el momento adecuado. Estos eventos se comunican a 
través de las hormonas que dependen de la liberación pulsátil de Gn-RH, del hipotálamo y la posterior 
secreción episódica de gonadotropinas hipófisiarias (Couchman y Hammond, 2000). 
 

1.2 EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-GÓNADA 
En las mujeres, la reproducción forma parte de un concierto armonioso basado en un sistema de 
comunicaciones entre hipotálamo-hipófisis-gónada (ovario) para lograr la madurez sexual en la pubertad, el 
desarrollo del folículo ovárico y la ovulación.  
La jerarquía del control cíclico comienza en el hipotálamo, situado en el cerebro. Este órgano cerebral influye 
sobre la producción de hormonas polipeptídicas que actúan sobre el lóbulo anterior de la glándula 
hipofisiaria (adenohipófisis). Las hormonas hipofisiarias (LH y FSH) se dispersan por la sangre a todo el 
organismo y actúan sobre los ovarios, que a su vez se estimulan a producir sus propias hormonas sexuales 
esteroides (Carlson, 2000). (Figura 2) 
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Existe un reloj neuronal en el hipotálamo que se activa a intervalos regulares, lo que produce la liberación 
periódica de hormona liberadora de gonadotropina hacia la vasculatura porta hipotalámica-hipofisiaria. A 
continuación la Gn-RH interactúa con su receptor afín en gonadotropos y causa la liberación de LH y FSH a 
partir de la adenohipófisis. Las gonadotropinas LH y FSH, originan el crecimiento y la maduración del folículo 
de De Graaf en los ovarios, y de la producción de estrógenos y progesterona por dichos órganos. Esta 
última a su vez ejerce regulación mediante retroalimentación sobre hipófisis e hipotálamo. 
Dado que la liberación de Gn-RH es intermitente, la liberación de LH y FSH es pulsátil, hay un generador de 
impulsos de hormona liberadora de gonadotropina hipotalámica (Knobil, 1981; Wilson et al., 1984). 
La naturaleza intermitente, pulsátil, de la liberación de hormonas es esencial en la conservación de ciclos 
menstruales ovulatorios normales, puesto que, la administración constante de Gn-RH da por resultado el 
cese de la liberación de LH y FSH, disminuyendo la producción de estradiol y progesterona. 
En la figura 2 se representan esquemáticamente los puntos de control hormonal del eje hipotálamo-hipófisis-
gónada. El primer nivel de control hormonal reside en el hipotálamo, pulsos de hormona liberadora de 
gonadotropinas (Gn-RH) inducen la liberación de gonadotropina en la hipófisis y ponen en marcha el ciclo 
ovárico mensual con el desarrollo del folículo, biosíntesis de esteroides y ovulación.  
En la hipófisis, mediante la producción de sus hormonas en respuesta a la estimulación del hipotálamo, 
existe un segundo nivel de control hormonal de la reproducción. La adenohipófisis (parte anterior de la 
hipófisis), produce diversas hormonas en respuesta a factores ambientales que son transportados por el 
sistema porta hipofisiario. Bajo la influencia de la Gn-RH y la retroalimentación directa de los niveles 
sanguíneos de las hormonas esteroides, la adenohipófisis segrega dos hormonas gonadotrópicas 
polipeptídicas, la FSH y la LH. En ausencia de un factor inhibidor (dopamina) procedente del hipotálamo, la 
hipófisis anterior también produce prolactina, que actúa sobre la glándula mamaria (Teppa y Terán, 2002). 
Los ovarios, y durante el embarazo la placenta, constituyen el tercer nivel de control hormonal. En respuesta 
a los niveles sanguíneos de las hormonas de la adenohipófisis, las células de la granulosa de los folículos 
ováricos convierten los andrógenos (androstenediona y testosterona), sintetizados por la teca interna, en 

estrógenos (principalmente estrona y el 17β-estradiol) que luego pasan a la circulación sanguínea. Después 

de la ovulación, la progesterona es el principal producto secretor del folículo, luego de su conversión en 
cuerpo lúteo. Hacia el final del embarazo, la placenta complementa la producción de la hormona esteroide 
ovárica mediante la síntesis de sus propios estrógenos y progestágenos. También produce la hormona 
polipeptídica denominada gonadotropina coriónica humana (HCG) que actúa en el ovario manteniendo la 
actividad del cuerpo lúteo durante el embarazo. El lactógeno placentario humano (somatotropina) actúa 



Evaluación Transcripcional de la Actividad Androgénica in vitro de Tres Progestinas... 
 

 8

sobre el cuerpo amarillo, promueve el desarrollo de la mama porque potencia los efectos de los estrógenos y 
la progesterona y estimula la síntesis de la leche materna. 
Los puntos de control funcionan a través de los mecanismos de retroalimentación positiva o negativa. La 
retroalimentación es negativa cuando las hormonas sexuales reducen su secreción por órdenes del 
hipotálamo-hipófisis. Se convierte en retroalimentación positiva cuando la actividad endócrina del 
hipotálamo-hipófisis aumenta. 
 

1.3 LA PROGESTERONA 
La gran mayoría de las funciones fisiológicas que se realizan en el organismo son a través de la acción de 
las hormonas esteroides, las cuales están representadas químicamente por una gran diversidad de 
moléculas que median una multitud de efectos esenciales como: el mantenimiento del embarazo, la 
conducta, el metabolismo, la reproducción, el balance electrolítico, la regulación del sistema inmunológico y 
la respuesta inflamatoria, en mamíferos y en vertebrados (Nobel et al., 2001). Estos incluyen ácidos biliares, 
vitamina D, algunos alcaloides, glucósidos cardíacos, sapogeninas, y esteroles. Su nombre deriva de la 
palabra griega estereos-sólido, lo cual denota que los esteroides constituyen una familia sólida residual que 
permanece después de la saponificación de las grasas animales. Los esteroides se han definido por su 
estructura química como lípidos no saponificables, con una escasa solubilidad en agua y solubles en 
solventes orgánicos. Tienen en común el poseer como núcleo químico el ciclopentanoperhidrofenantreno. 
(Leningher et al., 1994).  
La mayoría de las hormonas esteroides sexuales (estrógenos, progestágenos y andrógenos), se 
biosintetizan en las glándulas de secreción interna (suprarrenal, ovario y testículo) y en otros órganos que 
también tienen actividad esteroidogénica como placenta e hígado fetal. Debe señalarse, que algunas 
hormonas se forman a partir de sustratos esteroides a nivel de los órganos blanco.  El colesterol es el esterol 
de mayor importancia y es el precursor de las hormonas esteroides, tiene una estructura de 27 átomos de 
carbono (C27).  
La progesterona (P4), aislada en (1929) por Corner y Allan, es la hormona esteroide que participa en la 
ovulación, realiza la preparación morfofuncional del endometrio para la nidación del huevo fertilizado, el 
mantenimiento de la gestación y el desarrollo alveolar de la glándula mamaria, esencial para la lactancia. 
Adicionalmente, en forma conjunta con los estrógenos, modula un número importante de efectos 
primordiales en el sistema nervioso central y en órganos periféricos durante la etapa reproductora de la vida. 
(Lemus et al., 2004, Drummond, 2006). 
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La estructura química de la progesterona y sus derivados hidroxilados, reducidos o ambos (progesterona 
natural) es la del hidrocarburo pregnano, constitutito por 21 átomos de carbono. Los órganos encargados de 
la producción de progesterona son el cuerpo lúteo del ovario y la placenta. La corteza suprarrenal y el 
testículo también biosintetizan progesterona, aunque como intermediario en la formación de otras hormonas 
esteroides (Graham et al., 1997; Nobel et al., 2001; Serrano Molina, 2003). 
La biotransformación de colesterol a progesterona implica tres cambios conformacionales en la molécula e 
implica perdida de un fragmento de seis átomos de carbono de la cadena lateral C-17, oxidación del grupo 
alcohol en el C-3 y la migración del doble enlace del anillo B al anillo A. La molécula de progesterona, una 
vez que se ha sintetizado, puede servir como sustrato para la síntesis de un grupo de compuestos 
conocidos como progestágenos naturales (Figura 3). Este proceso se realiza a través de cambios 
estructurales mediados por la acción de sistemas enzimáticos, localizados tanto en los órganos 
esteroidogénicos como a nivel de órganos blancos. Estas modificaciones enzimáticas de la progesterona 
modulan su actividad biológica intrínseca y ocurren fundamentalmente en los anillos A y D, así como, en la 
cadena lateral (Lemus y Pérez-Palacios, 2004). 
Los órganos principales donde actúa la P4 son: el útero, la glándula mamaria y el cerebro (Graham y Clarke, 
1997). La P4 se une al receptor de progesterona (isoforma A o B) y desencadena su efecto biológico. 
Las células que son blanco de acción de la progesterona como el útero, sufren un aumento en la cantidad 
de receptor de progesterona inducido por la acción de los estrógenos de tal forma que estas células son así 
preparadas para responder al estímulo de la progesterona después de la ovulación. Dado que incrementan 
las concentraciones de progesterona en el plasma, es la responsable de la falta de la ovulación en el 
embarazo, vía un sistema de retroalimentación negativo en el eje hipotálamo-hipófisis-gónada, éste efecto 
inhibidor descrito desde hace muchos años fue la base y principio de la creación de muchos de los 
anticonceptivos que contienen un análogo de la P4, denominados progestinas sintéticas) (Bardin et al., 

1983). 
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1.4 ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LA PROGESTERONA 
La mayoría de los efectos inducidos por la progesterona, sus productos de conversión metabólica o ambos, 
a nivel del aparato reproductor femenino, requieren de la preparación previa de los órganos blancos por 
medio de la acción de estrógenos. Esta dependencia estrogénica de la progesterona obedece a que la 
síntesis del receptor intracelular de progesterona es regulado por estrógenos (Lemus y Pérez-Palacios, 
2003). Sin embargo, algunas otras acciones de la progesterona y/o sus metabolitos, particularmente en el 
sistema nervioso central, no requieren del efecto previo de los estrógenos, pero si requieren de dos 
mecanismos de acción: uno genómico y no genómico (Zeng et al., 1994). 
Entre los efectos estrógeno-dependientes más importantes de la progesterona y de las progestinas se 
encuentra: el de la preparación adecuada del endometrio para efectuarse la implantación del óvulo 
fecundado. Este proceso incluye la maduración del endometrio y de la capa muscular de las trompas de 
Falopio. La progesterona induce cambios fisicoquímicos en el moco cervical, que lo hacen inaccesible a la 
penetración espermática. Una vez implantado el huevo, el papel de la progesterona es imprescindible para 
el mantenimiento de la gestación. Durante esta etapa, la progesterona causa relajación del músculo uterino 
y disminuye la excitabilidad del miometrio; Adicionalmente, asegura el crecimiento uterino a través del 
aumento de proteínas, glucagón, lípidos y colágena. En los roedores, la progesterona regula la producción 
de uteroglobina en el útero gestante. Adjuntamente, ejerce un efecto inmunosupresor, por ello contribuye ha 
evitar el rechazo del producto de la concepción. En etapas finales de la gestación, la progesterona induce el 
desarrollo de los alvéolos secretores de la glándula mamaria, hecho necesario para el proceso de 
lactogénesis (Lemus y Pérez-Palacios, 2003). 
Durante el ciclo menstrual, la progesterona y las progestinas desempeñan un importante papel regulador en 
la secreción de gonadotropinas hipofisiarias a través de los mecanismos de retroalimentación a diferentes 
niveles del sistema nervioso central. Por otra parte, los progestágenos naturales y sintéticos ejercen un 
efecto antigonadotrópico (retroalimentación negativa), lo cual ha conducido a la síntesis de un gran número 
de derivados que en la actualidad se utilizan como agentes reguladores de la fertilidad. 
La progesterona per se participa también, en la liberación de dopamina de las terminales del sistema 
negroestriado, un proceso de gran importancia neuroendócrina. A dosis fisiológicas, la progesterona puede 
ejercer un efecto natriurético transitorio y parece no tener efectos importantes o significativos sobre el 
metabolismo de carbohidratos y lípidos. 
En plasma, la progesterona está unida a albúmina y a la globulina de unión a corticosteroides (CBG), pero 
no muestra unión apreciable a la globulina de unión a esteroides sexuales (SHBG). La vida media de la 
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progesterona es de alrededor de 5 minutos y la hormona se metaboliza principalmente en hígado hasta 
generar metabolitos hidroxilados y sus conjugados son sulfatados y glucurónicos (Graham y Clarke, 1997). 
La vía común en el catabolismo de la progesterona y las progestinas sintéticas incluye dos etapas 
secuenciales: 1) reducción del anillo A en los C-3 y C-5 y en la cadena lateral y 2) formación de 
glucorónidos. Esta última etapa es esencial para incrementar de manera significativa la polaridad de la 
molécula, la cual resulta en compuestos hidrofílicos que facilitan su excreción por vía urinaria y por heces 
fecales. Los análogos sintéticos experimentan menos metabolismo hepático y por lo tanto, su vida media es 
más prolongada. 
 

1.5 PROGESTINAS SINTETICAS 

Los progestágenos incluyen a la progesterona (hormona natural), los derivados de 17α-acetoxiprogesterona 

de la serie de los pregnanos, los derivados de la 19-nortestosterona (estranos) y el norgestrel y compuestos 
similares de la serie de los gonanos. Los progestágenos han sido llamados con diversos nombres a los 
compuestos que poseen actividades biológicas semejantes a las de la progesterona y se les nombra 
progestágenos, agentes progestacionales, progestinas, progestinas sintéticas, gestágenos o gestógenos 
(Stanczyk, 2001).  
Las progestinas o progestágenos son fármacos que transforman un endometrio tratado con estrógenos a un 
endometrio secretor. Han sido descubiertas gracias a modificaciones en la estructura química de las 
hormonas esteroides naturales, como la progesterona y la testosterona. Adicionalmente, su función ha sido 
comprobada experimentalmente en ensayos in vivo e in vitro. Esto ha permitido tener progestinas con mayor 
potencia y biodisponibilidad. Actualmente son ampliamente utilizadas como agentes anticonceptivos, en la 
terapia de reemplazo hormonal, en la terapia hormonal de enfermedades ginecológicas y en la regulación 
del cáncer de mama, cérvico-uterino, endometrial y de próstata (Apgar et al., 2000; Sitruk, 2000; Hillisch et 

al., 2003; Raudrant y Rabe, 2003; Stanczyk, 2003; Kaunitz, 2004; Benagiano et al., 2004; Kuhl, 2005). 
 
Las progestinas sintéticas, pueden ser administradas solas o en combinación con estrógenos, de manera 
continua o intermitente, existen en varias presentaciones, ya sea en forma de píldoras, la más común, 
inyección, anillos, dispositivos y hoy en día en forma de parches (Kaunitz, 2004). Las progestinas difieren 
ampliamente en su estructura química, en su farmacocinética y en su potencia. Como consecuencia de las 
modificaciones que sufre la molécula, presentan grandes diferencias entre ellas y una gran ddiversidad de 
efectos biológicos (figura 4). Por esto es importante que los médicos prescriban a las pacientes 
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formulaciones de progestinas con la dosis adecuada, la progestina que mejor le convenga de acuerdo a sus 
necesidades clínicas, que conozca las propiedades biológicas que presentan y que los efectos adversos que 
presenten sean mínimos o nulos (Schindler et al., 2003; Raudrant y Rabe, 2003; Kuhl, 2005). 
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Figura 4.  Estructura química de los Progestágenos.  

CH
19 

3

17

CH2

CH3
21

20

16

15D 

A 
 3

4 

2 
1 

7 
B 

5 
6 

C 
13

12
11 

10 
9 

8 

14

CH
18

3

  
1
 H 

A 
 3

2 B 

C
1

 D 
1

C
1

H3

CH2

CH3
0

1 

4 
5 

0

1
2

3

4 5

6
7

8

9

1

2

2

1

111

1
9 

8 

1

7 
6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   H 

A 
 3

4 

2 
1 

B 

C D 

CH
18 

3

5 
6 

7 

8 
9 

10 

11 
12 

13 

14 15

16
17

ESTRANO 

  H 

5 3 

17
16

15D 

4 

A 
7 

6 

B 

C 
1 

2 8 
9 

10

11
12

13

14
 

   H 

NOR-PREGNANO 
PREGNANO 

GONANO 

 14



Evaluación Transcripcional de la Actividad Androgénica in vitro de Tres Progestinas... 
 

1.6 CLASIFICACIÓN DE LOS PROGESTINAS 
Los progestágenos han sido clasificados de acuerdo a su estructura química, a su combinación con otros 
esteroides, por su actividad biológica, por su biodisponibilidad, por su administración y por su metabolismo o 
la dosis de sus componentes v. e: de acuerdo a la cantidad de etinil-estradiol componente con el cual se 
combinan los progestágenos.  
La progesterona es el esteroide natural que produce el cuerpo lúteo durante la segunda mitad del ciclo 
ovárico. Las progestinas sintéticas son compuestos que imitan la acción de la progesterona y pueden ser de 
dos tipos: 
l. Derivados de la progesterona. Estos se subdividen en derivados pregnano y no pregnano; los primeros 
consisten en compuestos acetilados, que se emplean en la terapia de reemplazo hormonal. 
La modificación química de la progesterona, al adicionarse un grupo hidroxilo y un acetato en el carbono 17, 
da lugar al acetato de 17-hidroxiprogesterona, la cual tiene cierta actividad progestacional. Cuando esta 
manipulación se lleva a cabo en el C-6, se logran progestinas como el acetato de medroxiprogesterona, el 
acetato de megestrol, el acetato de ciproterona, el acetato de clormadinona y la medrogestona. 
Otro grupo de progestágenos relacionado con la progesterona es el de los desmetilados en el C-10 y son 
llamados 19-norprogestinas, las cuales incluyen demegestona, promegestona y acetato de nomegestrol. 
2. Derivados de la testosterona. Estos se subdividen en dos grupos, dependiendo de si tienen o no un grupo 
etinilo. Los etinilados pueden subdividirse en derivados estrano y gonano. La adición del grupo etinilo al 
carbono 17 de la testosterona ocasiona que pierda androgenicidad y gane efecto progestacional. La 
eliminación del grupo metilo en el carbono 10 de la testosterona aumenta la actividad progestacional y 
elimina la androgenicidad. Existen cuatro derivados importantes: 1) noretisterona, 2) noretinodrel, 3) 
linestrenol y 4) etinodiol. La sustitución del grupo etinilo por el grupo metilo en el carbono 13 de la 
noretisterona da lugar a una progestina con mayor potencia llamado norgestrel. Al eliminar el grupo cetona 
del carbono 3 del levonorgestrel y al adicionar el grupo metileno en el C-11 se obtiene el desogestrel. El 
doble enlace entre los C-15 y 16 da lugar al gestodeno, y la formación de un grupo oxima en el C-3 y un 
grupo acetato en el C-17 produce el norgestimato (Moorjani et al., 1991: Schwing y Shelton, 1997). 
 
En la figura 5 se presenta tres grupos de hormonas esteroides sexuales: pregnanos, estranos y gonanos. 
Ciertos compuestos-norpregnanos, drospirenona y dinogesteno se encuentran en combinaciones con otros 
elementos químicos o con los mismos progestágenos; a estos se les ha denominado progestágenos 
híbridos (Kafrissen y Adashi, 2002; Kuhl, 2005). 
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Kuhn (2005) describe una nueva clasificación de las progestinas sintéticas de acuerdo a sus componentes 
químicos esteroideos. El toma en cuenta cuatro grupos principales de progestinas e incluye subdivisiones de 
gonanos primarios y secundarios. En los siguientes párrafos se describen las características y se resumen 
en la tabla 1 con sus propiedades biológicas (Kafrissen y Adashi, 2002; Kuhl, 2005). 
 
1.6.1 Pregnanos 
Los pregnanos pueden ser divididos en tres subgrupos. El primero consiste en derivados del acetato de 

17α-hidroxiprogesterona que han sido obtenidos gracias a la manipulación química de la molécula de 

progesterona (figura 5). La posición del C-6 y el C-17 han sido factores importantes para su actividad 
progestacional. Sin embargo, la manipulación del C-17 ha ocasionado cambios radicales en cuanto a la 
función y actividad biológica de la molécula. La progesterona pierde su actividad biológica con la 

introducción de un grupo α-hidroxilo en la posición del C-17. La esterificación de este grupo no solo restaura 

la actividad progestacional, sino que proporciona el sustrato para el acetato del 17α-hidroxiprogesterona y lo 

convierte en un fármaco activo. Actualmente, se han empezado a realizar modificaciones en el C-6 de la 
molécula del pregnano. Un ejemplo de ello son: acetato de medroxiprogesterona (MPA), acetato de 
megestrol, clormadinona y ciproterona. El grupo de los pregnanos también incluyen a los progestágenos 
híbridos como: norpregnanos y drospirenona. (Stanczyk, 2003; Schindler et al., 2003; Kuhl, 2005) 
 
1.6.2 Estranos 
La estructura del estrano carece del radical angular metilo en el C-19, entre el anillo A y B. La eliminación de 
un radical en cierta posición de la molécula, se abrevia con la palabra NOR que significa que no hay radical. 
En este caso, hay una eliminación del radical metilo en el C-19 de la molécula de la testosterona y cambia 
sus propiedades biológicas de progestacionales a androgénicas. Sin embargo, la unión de un grupo etinil (-
C=CH) en el C-17 hace que el compuesto sea más potente en sus efectos progestacionales (figura 5). Este 
tipo de reacciones químicas ha permitido la síntesis de noretindrona, considerado como el primer 
progestágeno altamente activo, capaz de llevar acabo la anticoncepción. Todos los estranos son 19-
noresteroides (McGuire et al., 1990, Kuhl, 2005) 
 
1.6.3 Gonanos 
La estructura del gonano carece de radicales angulares metilados en el C-18 y C-19. Aunque hay un grupo 
etinil entre los anillos C y D en el C-13. Las modificaciones químicas en el gonano hace que se conviertan en 
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agentes progestacionales más potentes que los estranos. Se han subdividido en gonanos primarios y 
secundarios (Kafrissen y Adashi, 2002; Kuhl, 2005). 
 
1.6.3.1 Gonanos Primarios 
El Norgestrel y el Levonorgestrel (LNG) son derivados del 13-etilgonano. En l960, fueron clasificados como 
los primeros gonanos. El norgestrel y el LNG, fueron sintetizados por adquirir mayor potencia progestacional 
que la noretindrona, pero también incrementan las propiedades androgénicas del compuesto, con efectos 
adversos a nivel metabólico. El siguiente paso fue obtener compuestos sintéticos con mayor actividad 
progestacional y reducir los efectos colaterales provocados por la actividad androgénica (figura 5). 
 
1.6.3.2 Gonanos Secundarios 
Hay tres gonanos que pertenecen a esta subdivisión: el norgestimato, desogestrel y gestodeno (figura 5). 
El norgestimato tiene un grupo oximal (-C=N-OH) en la posición 3 de la molécula del gonano. Este grupo 
característico hace que reduzca su actividad androgénica comparado con el levonorgestrel. El Desogestrol 
es un gonano muy específico, ya que la manipulación en el C-11 da la habilidad de interaccionar con el 
receptor de progesterona, glucocorticoides y mineralocorticoides. La potencia de unión con el receptor va a 
depender de la sustitución de radicales en la estructura del gonano. El Gestodeno difiere del norgestrel, por 
su doble enlace entre el C-15 y el C-16. La sencilla configuración que adquiere con el doble enlace ocasiona 
una alteración en su actividad, principalmente en el arreglo del anillo D en el C-17 (Kuhl, 1996; Kuhl, 2005). 
 
1.6.4 Progestágenos Híbridos (19-norpregnanos) 
Los 19-norpregnanos son híbridos de pregnanos y estranos. Estos compuestos son derivados del acetato 

17α-hidroxiprogesterona, pero no tiene un radical metilo en el C-19 con relación a los estranos. El 

nomegestrel es un miembro importante de esta serie, aunque hay muy pocos reportes al respecto y se 
emplea como anticonceptivo en forma de implantes (Coutinho et al., 1996; Kumar et al., 1999) 
La nestorona es otro miembro de la serie de los 19-norpregnanos, este posee un grupo metilo en C-16, 
posee una débil biodisponibilidad, hay una gran diversidad de presentaciones ya sea en inyecciones, 
implantes y anillos vaginales. Ensayos de afinidad hormona-receptor ha demostrado que interactúa con gran 
afinidad con el receptor de progesterona, mejor que el levonorgestrel, y no interactúa con el de estrógenos ni 
con el de andrógenos, por lo tanto sólo presenta una actividad progestacional (Kumar et al., 2000).  
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El Dinogestano es un anticonceptivo reciente, incluido en los estranos y se caracteriza por un grupo 
cianometilo (-CH2C=N); Este compuesto se administra por vía oral y algunas evidencias sugieren que carece 
de actividad androgénica, pero posee débil efecto glucocorticoide y una actividad antigonadotrópica. 
Adicionalmente, inhibe el crecimiento endometrial y por lo tanto, se ha comenzado a utilizar en el tratamiento 
de la endometriosis (Oettel et al., 1998; Deroo y Korach, 2006). 
La Drospirenona, es un anticonceptivo derivado de la espiranolactona y es un potente esteroide con 
actividad antimineralocorticoide y antiandrogénica que causa retención de potasio y, por supuesto, con 
actividad progestacional (Kafrissen y Adashi, 2002; Kuhn, 2005). 
Los efectos hormonales de estas progestinas, que se emplean como anticonceptivos, en la terapia de 
reemplazo hormonal y otros padecimientos, se resumen en la tabla 1. 
 
 
 
 
 

 
 

 18



Evaluación Transcripcional de la Actividad Androgénica in vitro de Tres Progestinas... 
 

 
Figura 5. Clasificación de los Progestágenos Kafrissen y Hadais, 2004; Kuhl, 2005. 
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Tabla 1. Efectos Biológicos de las Progestinas Naturales y Sintéticas  
 

 
EFECTOS HORMONALES 

Progestina   Progestacional Antigonadotrópico Antiestrogénico Estrogénico Androgénico Antiandrogénico Glucocorticoide Antimineralocorticoide 
 

Progesterona   +  +  +      ---   ---  ±  +  + 

Didrogesterona   +  ---  +      ---   ---  ±  ---  ± 

Medrogestona   +  +  +      ---   ---  ±  ---  --- 

Derivados 17α-hidroxilados 

Acetato de Clormadinona +  +  +      ---   ---  +  +  + 
Acetato de ciproterona  +  +  +      ---   ---  ++  +  --- 

Acetato de Megestrol  +  +  +      ---   ±  +  +  --- 

Acetato de 
 Medroxiprogesterona  +  +  +      ---   ±  ---  +  --- 

Derivados 19-nor progesterona 

Acetato de nomegestrol  +  +  +      ---   ---  ±  ---  --- 

Promogestona   -+  +  +      ---   ---  ---  ---  --- 

Trimegestona   +  +  +      ---   ---  ±  ---  ± 

Derivados-de la Espirolactona 
Drospirenona   +  +  +      ---   ---  +  ---  + 
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EFECTOS HORMONALES 

Progestina   Progestacional Antigonadotrópico Antiestrogénico Estrogénico Androgénico Antiandrogénico Glucocorticoide Antimineralocorticoide 
 

Derivados de la 19-nor-testosterona 
Noretisterona   +  +  +       +   +  ---  ---  --- 
Linestrenol   +  +  +      +   +  ---  ---  --- 

Noretinodrel   ±  +  ±      +   ±  ---  ---  --- 

Levonorgestrel  +  +  +      ---   ---  ---  ---  --- 
Norgestimato   +  +  +      ---   +  ---  ---  --- 
3-ceto-desogestrel   +  +  +      ---   +  ---  +  --- 
Gestodeno   +  +  +      ---   +  ---  +  + 

Dinogesteno   +  +  ±       ±   ---  +  ---  --- 

Tabla tomada de Schindler et al., 2003. (+) Efectivo, (±) débilmente Efectivo, (-) No Efectivo. 
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1.7 RECEPTORES NUCLEARES 
Los receptores nucleares (RN) tienen un amplio espectro de funciones importantes en el metabolismo y 
desarrollo masculino y femenino de los vertebrados y sobre todo en los mamíferos. Estos participan en 
funciones del sistema inmunológico, de la homeostasis, y en la regulación de algunas enfermedades 
ginecológicas. Actualmente, un 20% de los medicamentos que se prescriben a nivel mundial son ligandos 
para receptores nucleares con una selectividad especifica para cada tipo de receptor nuclear (Togashi et al., 

2005). 
Los RN son factores de transcripción que son activados por moléculas o ligandos pequeños y específicos. 
Comprenden una gran familia de proteínas e incluyen a receptores para hormonas esteroides, tiroides, los 
ácidos retinóicos, la vitamina D, el factor proliferador de peroxisomas, los ácidos grasos, metabolitos del 
colesterol, xenobióticos y eicosanoides los cuales juegan un papel importante en la expresión génica. Los 
receptores de hormonas esteroides (andrógenos, estrógenos, progesterona y otros) son una sub-clase de 
los receptores nucleares y regulan una gran variedad de procesos celulares como el metabolismo, el 
desarrollo, el crecimiento, la diferenciación y la señalización endócrina, la muerte celular programada y están 
involucrados en procesos inmunológicos (Evans, 1988; McKenna et al., 1999; Weatheran et al., 1999; 
O´Malley, 2000; Altucci y Gronemeyer, 2001; Franco et al., 2003; Glass et al., 2004; Charla et al., 2004; 
Togashi et al., 2005). 
Los RN tienen tres dominios funcionales importantes: un dominio amino terminal variable (NH2-) denominado 
A/B que contiene funciones de activación (AF-1), un dominio de unión al DNA (DBD) o dominio C y una 
región intermedia que une al DBD y el dominio de unión al ligando (LBD), llamada región bisagra o 
denominada región D; finalmente hacia el extremo carboxilo terminal (COOH-), se localiza el dominio de 
unión al ligando denominado región E/F que también, contiene una región de transactivación  denominada 
AF-2 (Weatheran et al., 1999; ) (Figura 6). 
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Figura 6. Esquema de la estructura general de los receptores nucleares. Su estructura comprende tres 
dominios: el dominio amino-terminal, el dominio de unión al DNA, una región bisagra intermedia entre el 
DBD y el dominio de unión al ligando. Adicionalmente, de presentar zonas de reconocimiento para 
transactivación y para reclutar coactivadores y correpresores para su regulación génica. 
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El dominio A/B presenta mayor variabilidad tanto en tamaño como en secuencia entre los receptores 

nucleares. En algunos casos, como el receptor de andrógenos (AR) y el PPARα, presenta un dominio de 

transactivación de gran potencia conocido como AF-1. Un aspecto importante, es el hecho de que este 
dominio, es blanco de fosforilaciones, que afectan la actividad transcripcional de los receptores (Rochett-
Egly et al., 1992;; Rochette-Egly et al., 1997). Por ejemplo, se ha visto que se incrementa, su capacidad de 
transactivación cuando es fosforilado por MAPK.  El sitio AF-1 tiene como principal característica el no 
depender de la unión al ligando para ejercer su actividad de transactivación (Figura 6). 
El DBD es el dominio más conservado entre los receptores nucleares. Presenta una extensión carboxilo 
terminal (CTE) y dos dedos de zinc que se extienden a lo largo de 60 a 70 aminoácidos (aa), cada uno de 
los cuales esta formado por un átomo de zinc coordinado por cuatro residuos de cisteina. El reconocimiento 
de la secuencia de unión al DNA la realizan los aa de la denominada caja P, ubicados en la base del primer 
dedo de zinc. Adicionalmente, este dominio contiene a los aa encargados de la dimerización del receptor en 

la caja D (Beato y Klug, 2000; Tsai y O´Malley, 1994). Este dominio esta constituido por dos α-hélices que 

forman entre si un ángulo recto. La primera es la llamada hélice de reconocimiento, la cual se une al surco 
mayor del DNA y contiene el primer dedo de zinc, así como a la caja P. La segunda hélice se inicia con el 
CTE y hasta el segundo dedo de zinc, incluyendo la caja D (Luisi et al., 1991)  
La región D se encuentra poco conservada entre los receptores nucleares y actúa como bisagra entre los 
dominios LBD y DBD, lo cual permite que la proteína se pliegue y altere su conformación. En algunos casos 
como en PR, AR y GR contiene una señal de localización nuclear (NLS), así como regiones de 
transactivación en TR y GR (Giguere et al., 1986; Picard y Yamamoto, 1987; Hollenberg y Evans, 1988; 
Guichon-Mantel et al., 1989). 

La región LBD está formada por 12α-hélices, las cuales se distribuyen de forma que crean una cavidad de 

características hidrofóbicas, en donde se une el ligando (Weatheran et al., 1999) (Figura 7). El LBD posee 
una gran cantidad de funciones, ya que Adicionalmente de la unión del ligando, interactúa con diferentes 
moléculas como las proteínas de choque térmico (hsp), interviene en la homo y heterodimerización de los 
receptores, presenta una señal NLS en el caso de los receptores de hormonas esteroides y posee una 
potente región de transactivación dependiente del ligando que se conoce como AF-2 (Tsai y O´Malley, 
1994). 
Cuando el ligando se une al receptor, este sufre un cambio conformacional muy importante que provoca que 
el receptor se compacte y presente la región de transactivación (AF-2), originada en la hélice 11 o 12. En 
esta región (Figura 7), cuando el receptor ha sido activado por el ligando, interactúan los diferentes 
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correguladores involucrados en la actividad transcripcional del receptor. Considerando las estructuras 
tridimensionales del dominio de unión a ligando obtenidas en presencia de agonistas y antagonistas, se ha 
propuesto que el mecanismo que siguen las moléculas con actividad antagonista se basa en impedir que la 
región AF-2, y específicamente la hélice 12, adquiera la conformación correcta, lo cual reduce o incluso evita 
la interacción con correguladores (Pike et al., 2000) (Figura 7). 
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Figura 7. Esquema general, de los tres estados conformacionales, que adquiere el dominio de unión al 
ligando de los receptores nucleares, basado en los análisis cristalográficos del receptor de ácido 
retinóico. a) Configuración del LBD del receptor en ausencia de un ligando, b) la configuración del LBD 
en presencia de un ligando agonista y c) la configuración del LBD en presencia de un ligando 
antagonista. En esta figura las α-hélices (H1-H12) se representan como barras, las flechas representan 
las hojas β plegadas, la zona de dimerización se señala en verde, el sitio de interacción de coactivadores 
o correpresores se muestra en naranja y la hélice 12 que abriga  los residuos del dominio de activación 
(AF-2) se muestra en rojo, los elementos estructurales se señalan en violeta. LBP representa la cavidad 
de unión al ligando (Tomado de Bourguet et al., 2000). 
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1.9 MECANISMO DE ACCION DE LOS RECEPTORES A HORMONAS ESTEROIDES 
Las hormonas esteroides: progestágenos, andrógenos, estrógenos, glucocorticoides y mineralocorticoides, 
son producidas por células endocrinas que las secretan al torrente sanguíneo, el cual las transportan hasta 
las células blanco, a las cuales penetran por difusión simple y es entonces cuando se unen de manera 
específica a su receptor.  
El mecanismo de acción general de los receptores para hormonas esteroides es similar al de otros 
miembros de la familia de los receptores nucleares. La localización de los receptores de las hormonas 
esteroides AR, PR, GR y MR es principalmente citoplásmica, con excepción del receptor de estrógenos cuya 
localización es preferencialmente nuclear. Los receptores de hormonas esteroides, cuando no se 
encuentran unidos a su ligando, se asocian a diversas proteínas como las hsp (90,70, p160 y p23 un 
complejo de tetrapéptidos, y inmunofilinas FKBP (proteina de unión FKB506)) que los estabilizan y permiten 
su maduración, su sitio  de unión en receptor de andrógenos han sido mapeados y se localizan en los 
aminoácidos 670-676 del dominio de unión al ligando (de Franco et al., 1988; Davies et al., 2002; Reid et al., 
2003; Prescott y Coezee, 2006). 
La disociación de estas chaperonas se ha considerado cuando el ligando se une al dominio de unión al 
ligando del receptor a hormonas esteroides provocando un rearreglo del LBD, una vez activado se 
transporta al núcleo. Actualmente, hay evidencias experimentales, sugieren que las chaperonas no se 
disocian del receptor en el citoplasma de la célula blanco, sino que lo acompañan hasta el núcleo (Kaul et 
al., 2002; Reid et al., 2003; Prescott y Coezee, 2006). 
Una vez que los receptores se han unido a su ligando, en el caso de los receptores ubicados en el 
citoplasma, estos sufren un cambio conformacional que origina la exposición de las regiones de señalización 
nuclear, las cuales son reconocidas por el complejo del poro nuclear (NPC) permitiendo su paso al interior 
del núcleo (Lazar, 2003). Los receptores de hormonas esteroides unidos al ligando forman homodímeros, los 
cuales reconocen elementos de respuesta hormonal (HREs) de cada receptor esteroide, constituidos como 
se menciono anteriormente, por secuencias palindrómicas. Cuando los receptores se han unido a los HREs, 
reclutan una serie de proteínas correguladoras que se encargan tanto de remodelar la cromatina, como de 
reclutar y estabilizar la formación del complejo de iniciación de la transcripción (Figura 8). 
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Figura 8. Mecanismo de acción de los receptores nucleares.  Modelo que integra la distribución celular y el 
mecanismo de acción de los receptores a hormonas esteroides, (SR indica a la familia de receptores a 
hormonas esteroides). Los SR pueden interactuar con proteínas chaperonas y de choque térmico (HSP90) 
en el citoplasma. Cuando interactúan con el ligando (hormonas agonistas o antagonistas) se introducen al 
núcleo gracias a las señales de localización nuclear, donde interactúan con diversos complejos de 
coactivadores y correpresores hasta afectar la transcripción (Hager et al., 2000). 
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        1.9 RECEPTOR DE ANDROGENOS 
Los andrógenos llevan acabo un amplio rango de respuestas fisiológicas y en el desarrollo biológico de cada 
individuo. Son especialmente importantes en la diferenciación sexual, en la maduración de la pubertad 
sexual, en el mantenimiento de la espermatogénesis y la regulación de las gonadotropinas.  Su actividad 
esta mediada por su unión a un receptor específico denominado receptor de andrógenos (Roy et al., 1999; 
Gao et al., 2005; Prescott y Coetzee, 2006). 
El receptor de andrógenos (RA) forma parte de la superfamilia de receptores nucleares con actividad 
transactivadora que requiere de un ligando para funcionar como un factor de transcripción (Laudet, 1997; 
Owen y Zelent, 2000), y provoca la expresión de genes blanco (Chang et al., 1988; Lubahn et al., 1988; 
Trapman et al., 1988;; Tsai y O´Malley, 1994; Mangelsdorf DJ, et al., 1995; McKenna NJ, et al., 1999; Kun 
Lee y Chang, 2003).  
En base a la comparación de secuencias de ADN y proteína de este receptor y otros de esta familia 
mediante análisis evolutivo con algoritmos en programas de computación (Amero et al., 1992), se ha 
demostrado, que proceden de un ancestro común, que probablemente, solo mediaba un mecanismo de 
transducción simple. Así mismo, estos estudios indican, que el precursor común de los receptores nucleares, 
es diferente al de otros factores de transcripción. 
El RA tiene en común con los miembros de la superfamilia de los receptores nucleares tres dominios 
funcionales: el dominio NH2-terminal de transactivación (o dominio A/B), el dominio de unión al ADN (DBD), 
una región bisagra intermedia entre el DBD y LBD, y el dominio de unión al ligando (LBD) en la región C-
terminal. Mediante el análisis de mutaciones y deleciones de receptores nucleares en experimentos de 
transfección han localizado funciones de activación transcripcional que se han identificado en la región NH2-
terminal denominada AF-1 que funciona de manera ligando independiente, cuando artificialmente fue 
separado del dominio de unión al ligando creando un receptor constitutivamente activo (Tora et al., 1989; 
Jenster et al., 1993). La AF-2, dependiente del ligando, se localiza en el dominio de unión al ligando y 
mutaciones o deleciones en este dominio reduce la actividad transcripcional en respuesta al ligando (Tora et 

al., 1989; Gronemeyer, 1992;; He et al., 1993; Bevan et al., 1999) (Figura 9). 
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Figura 9. Organización estructural del receptor de andrógenos y sus dominios estructurales. El gen del RA 
esta organizado de 8 exones y 7 intrones; la proteína esta compuesta de tres dominios principales: el 
dominio N-terminal, el dominio de unión al DNA y el dominio de unión al ligando, Adicionalmente de poseer 
dos funciones de transactivación AF-1 y AF-2 que son localizados dentro del dominio N-terminal y LBD, 
respectivamente. (Tomado de Roy et al., 2001). 
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El ADN complementario (ADNc) que codifica para el RA humano se clonó en 1998 (Lubahn et al., 1988; 
Chang et al., 1988; Trapman et al., 1988). Con el conocimiento de la secuencia de bases del ADNc, el gen 
se localizó con precisión en el brazo largo del cromosoma X (Xq) de los marsupiales, monotremas y 
mamíferos euterios, lo cual sugiere que esta región se ha conservado en estos tres grupos desde hace 150 
millones de años a partir de un ancestro común, en la región q11-12 (Lubahn et al., 1988). Adicionalmente, 
se demostró que el RA contiene una región de unión al ADN conservada rica en cisteínas (Spencer et al., 
1991; Lubahn et al., 1988). 
El gen del RA es un gen de copia simple que abarca 75-90 kilobases (kb) de ADN genómico (Kuiper et al., 
1989; Brinkmann et al., 1989). La región codificante para la proteína, contiene aproximadamente 2757 pares 
de bases (pb), que se encuentran distribuidas en 8 exones, estos exones están separados por 7 intrones de 
tamaño variable, que van desde 36 kb hasta 0.7 kb (figura 9) que son llamados de la A-H ó 1-8 (Quigley et 

al., 1995). El promotor del gen RA humano (RAh) carece de las cajas TATA/CCAAT y potencialmente los 
elementos reguladores consisten de una pequeña GC, una amplia cantidad de homopurinas y contienen 
sitios de unión falsos para el factor de transcripción SP1, característico de los promotores de mantenimiento 
(Faber et al., 1991; Faber et al., 1993). 
La proteína que codifica el gen RA tiene un peso molecular de 110-114 kDa (Quarmby et al., 1990; Jenster 
et al., 1991) que comprende de 910 a 919 aminoácidos y una isoforma más pequeña de 87 kDa (Wilson y 
McPhaul, 1994). Estas isoformas parecen ser producidas debido a un codón de iniciación alterno (ATG) 
dentro de la región codificante del gen RA. El nivel de expresión relativa de las dos isoformas parece variar 
considerablemente de una célula a otra. En general, el RA más grande predomina cinco veces sobre el RA 
pequeño. Las dos isoformas al parecer son idénticas en su respuesta a los agonistas y antagonistas y no se 
han observado consecuencias en su coexpresión en células de respuesta a andrógenos. 
El RA tiene una alta afinidad (Kd=0.2 nmol/L) y especificidad por andrógenos (DHT y T), con una baja 
capacidad (un sito de unión por molécula del RA). 
 
1.9.1 El Dominio Amino Terminal: 
El dominio NH2-terminal del RA esta codificado por el exón 1 y ocupa la mayor parte de la proteína del 
aminoácido 1 hasta el 537. Es importante para la función de activación transcripcional de la proteína y 
también contiene una secuencia inhibitoria. Es el menos homólogo en su secuencia y el más variable en 
tamaño entre todos los receptores a esteroides. Contiene una función de activación (AF-1), existe otra en el 
dominio de unión al ligando (AF-2), se ha reportado una interacción entre el dominio amino-terminal y el 
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dominio de unión al ligando que puede jugar un papel importante en la actividad transcripcional de los 
receptores nucleares (Langley et al., 1995; Ikonen et al., 1997). En el dominio amino-terminal del RA, la AF-1 
se localiza en dos distintas regiones que despliegan una especificad de línea celular y de promotor, y se 
encuentran entre los aminoácidos 110 a 379 y 369 a 494 (Jenster et al., 1993). El grupo de Alen en 1999, 
demostraron que el dominio amino terminal interactúa físicamente con coactivadores y con el dominio de 
unión al ligando, lo que sugiere que esta interacción puede ser un prerrequisito para el reclutamiento 
eficiente de coactivadores para el receptor nativo y para la actividad transcripcional.  
El dominio amino-terminal del receptor de andrógenos a diferencia de otros miembros de la subfamilia de 
receptores a hormonas esteroides, contiene trechos con aminoácidos homopoliméricos, el trecho que se 
encuentra más cerca del amino-terminal es el de poliglutaminas (poliGlu) y están entre los aminoácidos 58 a 
79, son en promedio 21 más o menos 2 residuos de glutamina (La Spada et al., 1992) aunque se consideran 
normal de 11 a 31 repeticiones. Esta región es altamente polimórfica, existen 29 diferentes tamaños del 
alelo y el 90 % de las mujeres son heterocigotos para el tamaño de esta repetición (Edwards et al., 1992). 
Aunque las funciones de estas regiones en el RA todavía no se conocen con exactitud, hay evidencias de 
que los estrechos de poliGlu y poliprolinas, pueden ser importantes en la regulación de la transcripción, vía 
interacción proteína-proteína con otros factores de transcripción (Gerber et al., 1995), tal vez formando 

láminas β que actúan como cremallera polar para acoplar proteínas específicas complementarias, 

involucradas en la activación de la transcripción (Perutz et al., 1994). 
 
1.9.2 Dominio de unión al ADN  
El dominio de unión al ADN, que es una región rica en cisteínas, se encuentra entre los aminoácidos 538 a 
627 y es codificado por los exones 2 y 3 del gen del RA. La secuencia de aminoácidos en este dominio es la 
región más altamente conservada entre los miembros de la familia de receptores a esteroides, los dedos de 
zinc del RA tienen aproximadamente 80 % de similitud en aminoácidos con el RG, el RM y el RP (Freedman, 
1992). Esta región esta conformada por dos dedos de zinc, el primero (559-579 aa) es codificado por el exón 
2 y el segundo (595-614 aa) por el exón 3. Este dominio reconoce específicamente los HREs que se 
encuentran en la región promotora de los genes andrógeno regulados. El primer dedo de zinc contiene la 
información primaria para el reconocimiento de los HREs específicos, este incluye los aminoácidos 
discriminatorios en la base de este dedo de zinc en el RA (Gly 577, Ser 578 y Val 581) lo que confiere la 
especificidad en el reconocimiento del ADN (Umesono y Evans, 1989), a estos residuos se les ha llamado la 
caja P (por dedo proximal). Basado en las secuencias de la caja P, el RA, el RG y el RM se han clasificado 

 32



Evaluación Transcripcional de la Actividad Androgénica in vitro de Tres Progestinas... 
 

como el grupo GSCKV (Jenster et al., 1995). El segundo dedo de zinc estabiliza la unión del receptor al 
ADN, contactando las uniones azúcar-fosfato de las secuencias adyacentes (Beato, 1989), y también 
contiene 5 aa en el tallo del dedo de zinc que proveen discriminación del espacio intermedio entre los dedos 
de zinc (Umesono y Evans, 1989). 
El RA se une como homodímero a elementos de respuesta a andrógenos (AREs) específicos, en una 
manera cooperativa, como es su unión al ARE que se encuentra en la región promotora del gen de 
probasina (Kasper et al., 1994). Sin embargo, tanto el RA como el RP pueden reconocer elementos de 
respuesta a glucocorticoides consenso GGTACAnnnTGTTCT (Beato, 1989).  Por otra parte, los aminoácidos 
en los dedos de zinc también son necesarios para la función normal del RA. Estudios de mutagénesis in vitro 
han determinado que la cisteina 569, que se encuentra en medio del primer dedo de zinc, juega un papel 
esencial en la estabilidad del receptor-ADN (Warriar et al., 1994). El estudio de mutaciones que ocurren 
naturalmente también ha llevado a la identificación de otros aminoácidos necesarios para la unión al ADN, 
incluyendo los residuos de cisteina requeridos para mantener la arquitectura de los dedos de zinc (Zoppi et 

al., 1993; Lumbroso et al., 1993; Baldazzi et al., 1994). Las secuencias fuera de los dedos de zinc pueden 
también contribuir a la unión del RA al ADN. Se ha observado que deleciones en el dominio amino-terminal 
reducen de dos a seis veces la afinidad por el ADN (Kellio et al., 1994), sugiriendo que este dominio del 
receptor contribuye a la estabilidad del complejo unido al ADN. Extractos nucleares de varios tejidos y líneas 
celulares pueden aumentar la interacción del RA (dominio de unión al ADN) con AREs del gen C3 de la 
proteína de unión prostática regulada por andrógenos (De Vos et al., 1994), lo que sugiere que existen 
factores ubicuos que interactúan con el dominio de unión al ADN y estabilizan la interacción con el ADN de 
una manera cooperativa. 
 
1.9.3 Región Bisagra 
La región bisagra se encuentra entre el dominio de unión al ADN y el dominio de unión al ligando, y tiene 
una baja homología entre el RA y otros receptores. Esta región esta codificada por la porción 5’ del exón 4 
(aminoácidos 628 al 670), y contiene la mayor parte de la señal de localización nuclear del RA, formada por 
un conjunto de aminoácidos básicos en las posiciones 629-633 (Simental et al., 1991; Jenster et al., 1993). 
El NLS del RA esta constituido por una señal nuclear bipartita con residuos en el dominio de unión al ADN y 
en la región bisagra. Estos aminoácidos tienen homología con los sitios de localización nuclear (NLS) del 
antígeno T grande del SV-40. La mutagénesis de cualquiera de los dominios básicos en los NLS implica la 
permanencia del RA en citoplasma en ausencia de hormona, y poca localización en el núcleo en presencia 

 33



Evaluación Transcripcional de la Actividad Androgénica in vitro de Tres Progestinas... 
 

de la hormona. Los NLS se han observado también en el RG, en el RP, RVD y RT (Guichon-Mantel et al., 
1989; LaCasse et al., 1993; Luo et al., 1994). 
La localización del RA ha sido controversial, ya que en diferentes estudios se han encontrado diversas 
distribuciones (Jenster et al., 1993). En células Cos-7 el RA no unido al ligando se encuentra en el 
citoplasma y es totalmente translocado al núcleo en 30 min al adicionar su ligando (Georgett et al., 1997). 
También se ha demostrado que el citoesqueleto esta involucrado en el mecanismo de transporte del RA al 
núcleo. Ozanne y colaboradores (2000) demostraron que la proteína de unión a actina, llamada filamina un 
componente del citoesqueleto de 280 kDa, interactúa con el RA. Los autores observaron que en células 
deficientes de filamina el RA permanecía en el citoplasma aún después de una prolongada exposición a un 
andrógeno sintético, la mibolerona, y la translocación al núcleo se restauró cuando la línea celular recuperó 
la expresión de filamina. 
 
1.9.4 Dominio de unión al ligando 
El dominio de unión al ligando se encuentra en la región carboxilo-terminal del RA, está codificado por la 
porción 3´ del exón 4 y por los exones 5 al 8, comprendiendo los aminoácidos 670 a 919. La secuencia de 
aa despliega una identidad de cerca del 50% con sus correspondientes residuos del RM, del RP y del RG. 
Una de las principales funciones de este dominio es la unión de andrógenos con alta afinidad y alta 
especificidad. La unión del RA a su ligando induce una transformación del receptor, llevando a la disociación 
de proteínas de choque térmico, la dimerización del receptor y un incremento en afinidad por el ADN (Grino 
et al., 1987; Colvard y Wilson, 1987).  
Mora y Gronemeyer (1998), hicieron posible el estudio cristalográfico del dominio de unión al ligando, 
determinado su configuración tridimensional. De acuerdo a sus estructuras cristalinas, el dominio de unión al 

ligando tiene pliegues con 12 hélices α (H1-H12) y una rotación β, con dos cadenas β antiparalelas, dando 

lugar a una estructura de varias capas de hélices. Se ha visto que cuando se une un andrógeno, las hélices 
10 y 11 se hacen continuas, liberando la hélice 12, la cual tiene un movimiento conformacional notable, 
cubriendo o actuando como tapadera para la cavidad de unión del ligando, de esta manera el receptor 
encierra a su ligando (figura 10). La cavidad en la cual se une el andrógeno, se compone de aa hidrofóbicos 
que están aproximadamente entre los codones 735 y 787, y entre los 855 y 865. Esta cavidad une al anillo A 
de las hormonas esteroides, por lo que también pueden ser reconocidas otras hormonas esteroides, como la 
progesterona, ya que difieren sólo en el anillo D, pero los receptores son selectivos para su propia hormona. 
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La estabilización de la cavidad de unión al ligando es mediante fuerzas de van der Waals y por uniones de 
hidrógenos (Gobinet et al., 2002). 
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Figura 10.  Estructura tridimensional del dominio de unión al ligando del receptor de andrógenos humano, en 
interacción con un agonista (DHT)-.  A) Vista frontal y B) vista del ligando en interacción con el RA. En color 
verde se observa la región de activación AF-2 del receptor de andrógenos. 
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El dominio de unión al ligando también está involucrado en la dimerización del RA. El receptor de 
andrógenos se une a sus AREs como un homodímero, con cada monómero que reconoce una mitad del 
elemento de respuesta palindrómica (Wong et al., 1993). Tanto el dominio de unión al ADN como el dominio 
de unión al ligando, están involucrados en la dimerización del receptor.  
En ausencia del dominio amino-terminal del RA, la dimerización ocurre constitutivamente de una manera 
hormona-independiente, pero el receptor entero requiere de la unión al andrógeno para efectuar la 
dimerización. Estos datos sugieren que el dominio amino-terminal del receptor inhibe la dimerización, y que 
la unión del ligando y la unión al ARE cambia la conformación para vencer la inhibición impuesta por el 
dominio amino-terminal. La dimerización entre los monómeros estabiliza la orientación de la estructura 
dinámica de tal manera que el primer dedo de zinc de cada monómero se une a una mitad del ARE, con un 
espacio de tres pares de bases entre los sitios de unión, proveyendo una orientación espacial correcta sobre 
el ADN. 
Langley et al., 1998, indican que para que ocurra la dimerización del RA, es necesario una interacción entre 
los dominios amino y carboxilo terminal del receptor, esta interacción es dependiente de la unión al 
andrógeno y la interacción podría tener un arreglo antiparalelo de los monómeros del RA. Esta interacción 
esta correlacionada con la alta afnidad de ligandos agonistas que poseean actividad androgénica in vivo y 
poseen la capacidad para promover la interacción N/C y activar la transcripción, se ha demostrado que la 
interrupción de l ensamble amino-carboxilo del RA  sirve para evaluar ligandos antagonistas para el receptor 
de andrógenos (Kraus et al., 1995; Ikonen et al., 1997; Berrevoets et al., 1998; Langley et al., 1998; 
Kemppainen et al., 1999; Bevan et al., 1999; Tetel et al., 1999; Sagsvold et al., 2000;  Thompson et al., 
2001; Bubulya et al., 2001; He y Wilson, 2002; Ghali et al., 2003). 
El LBD es probablemente la región más compleja del receptor, no solamente responde al reconocimiento del 
ligando sino uqe posee una superficie de interacción con las proteínas de choque térmico, la 
homodimerización y también señales responsables para introducirse al núcleo (Robin-Jagerschmidt et al., 
2000). 
Dentro del dominio de unión al ligando, se encuentra una función de activación ligando dependiente (AF-2), 
está se localiza en la región carboxilo terminal, en la hélice 12 e incluye los aa 881 al 889 (McLean et al., 
1997; Lavery y McEwan, 2005). 
Las señales de transducción del RA, parecen estar mediadas a través de un número de proteínas 
correguladores, que interactúan con regiones de activación tanto en el dominio amino-terminal como en 
dominio de unión al ligando (AF-1 y AF-2) 
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Para que ocurra la transcripción, es necesaria la formación de un complejo preiniciador en la región 
promotora del gen blanco, que involucra numerosos factores de transcripción generales, que permitirán el 
ensamble del ARN polimerasa II al ADN. Los receptores de esteroides activan genes blancos estabilizando 
este complejo de preiniciación a través de interacciones directas con la maquinaria de transcripción, 
incluyendo los factores TFIIB, TBP, TFIID y TFIIF. Para que ocurran estas interacciones es necesaria la 
presencia de las dos funciones de transactivación (AF-1 y AF-2) en el receptor, que actúan de manera 
sinérgica e interactúan con moléculas proteínicas que actúan como correguladores (Gao et al., 2005). 
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2. ANTECEDENTES  
2.1 ANDROGENICIDAD DE LAS PROGESTINAS 
Las progestinas sintéticas noretisterona, levonorgestrel y gestodeno son ampliamente utilizadas por más de 20 
millones de mujeres en todo el mundo como anticonceptivos en su vida reproductiva, en el climaterio, 
menopausia y postmenopausia como terapia de reemplazo hormonal, administrada en varias formulaciones 
solas o combinadas (Neuman, 1994; Slominsky y Wortsman, 2000; Affandi, 2002;). 
Entre las progestinas utilizadas en la terapia hormonal que presentan actividad androgénica, las más 
androgénicas son las derivadas de la 19-nortestosterona. (Lobo, 1988; Neuman et al.., 1988; Kuhl, 1995; 
Hapgood et al., 2004; Kuhl, 2005).  
Los efectos andrógencos eran evaluados por el crecimiento de la próstata ventral en respuesta al tratamiento 
de acuerdo al protocolo de Hershberger, Estos estudios permitieron entonces la organización de dichos 
compuestos en categorías cuyos efectos eran paralelos a aquellos de los esteroides endógenos, sin embargo, 
esto limito el espectro biológico de muchos compuestos lo que se tradujo en resultados discrepantes entre los 
laboratorios, aún cuando se hablará de la misma progestina (Edgren et al., 1967). Actualmente, se han 
desarrollado metodologías moleculares con alta sensibilidad, para detectar los efectos hormonales 
Androgénicos y antiandrogénicos de progestinas sintéticas (Kemppainen et al., 1999; Escande et al., 2006) 
La progestinas sintéticas per se presentan una actividad progestacional al igual que la progesterona al 
interactuar con los RP a nivel genómico y no genómico (Smith et al., 1991; Bauliue et al., 1991; Li-Xiaotao et 

al., 2004; Wessler et al., 2006). Las progestinas sintéticas se biotransforman, al igual que las hormonas 
naturales, a nivel de su órgano blanco y los productos resultantes son capaces de interactuar con receptores 
localizados dentro de las células blanco. El efecto biológico de estas interacciones puede resultar en 
actividades agonistas, antagonistas y sinérgicas, dependiendo de la naturaleza del receptor al que se unan 
(Edgren et al., 1960; Pérez-Palacios et al., 1981; Chávez et al., 1985; Henzl, M, 1996; Lemus y Pérez-Palacios, 
1998; Couzinet et al., 1999;). (Tabla1) 
Adicionalmente, de la actividad progestacional y su alta interacción con el receptor de progesterona, algunas 
progestinas también pueden interactuar con el receptor de andrógenos, desencadenado efectos androgénicos. 
Se ha definido como una progestina androgénica aquella que presenta efectos androgénicos. La acción de los 
andrógenos depnde de la interacción especifica con el receptor de andrógenos para desencadenar los efectos 
androgénicas (Gooren y Bunck, 2004). Estos se ven reflejados en alteraciones a nivel periférico, ovárico y en la 
corteza adrenal (Millar, 2001; Denneister et al., 2002; Baneroft, 2002 Stanczyl, 2003). Un gran número de 
mujeres que utilizan progestinas como parte de su terapia hormonal presentan signos y síntomas 
androgénicos. Los signos androgénicos presentes, en dichas personas, se observan reflejados en los órganos 
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blanco como: la piel y el cabello en forma de seborrea, acné, hirsutismo, alopecia, y otras alteraciones 
fisiológicas probablemente inducidas por el metabolismo de estas progestinas como: insomnio, fatiga, 
depresión, náusea, vómito, mastodinia, síndrome de tensión premenstrual, y/o se manifiesta con el síndrome 
de ovario poliquistico (PCOS). Otro trastorno que igualmente se observa es el hiperandrogenismo asociado con 
disturbios en la menstruación, amenorrea, obesidad, y anormalidades metabólicas (Marslew et al., 1991; 
Raudrant y Rabe, 2000; Sitruk-Ware, 2004; Hapgood et al., 2004).. 
La gran diversidad de efectos androgénicos en las mujeres también están asociados a riesgos en la salud 
como dislipidemia, aterosclerosis, infartos al miocardio, trombosis intravascular y un incremento en la tasa de 
mortalidad por enfermedades cardiovasculares, Adicionalmente de desordenes en el metabolismo de la insulina 
(resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y diabetes mellitus de tipo 2) (Rabe et al., 1994; Diamant-Kandarakis 
et al., 1995; Rittmaster, 1995; David, 1999; Raudrant y Rabe, 2003).  
En pacientes con cáncer, también se incrementa el riesgo de displasia de endometrio y de mama (Rabe et al., 

1994). En ovario poliquistico ocasionan una sobreproducción de andrógenos periféricos y ováricos, asociados a 
la obesidad y resistencia a la insulina (Hopkinson et al., 1998; Balen, 1999). Las mujeres con este síndrome 
presentan hirsutismo, acné, alopecia y desordenes ginecológicos, acompañados con riesgos de aborto, 
alteraciones menstruales (ciclos anovulatorios), y por lo tanto, infertilidad (Rabe et al., 1994; Glass y Kase, 
1997). 
En el tratamiento de infertilidad, puede resultar en la sobre-estimulación de la ovulación y aumentar la 
probabilidad de embarazos múltiples (Glass y Kase, 1999). Aunque no se ha definido por completo, algunos 
estudios sugieren, la posible relación del incremento de andrógenos con el alto riesgo de pre-eclampsia, 
diabetes gestacional y mortalidad perinatal durante el embarazo (Sidelnikova et al., 1991; Glass y Kase, 1999; 
Acromite et al., 1999). 
Los efectos androgénicos de las progestinas tienen un impacto negativo en el desarrollo fetal o neonatal con el 
uso inapropiado de los anticonceptivos (Kemppainen et al., 1999). Adicionalmente, pueden desarrollar una 
gama de alteraciones en órganos endócrinos en usuarias que las emplean como terapia de reemplazo 
hormonal (Nuget et al., 2003). 
La actividad biológica de las progestinas sintéticas depende de muchos factores, tales como: su estructura, su 
afinidad por el RP (isoforma A más activa, isoforma B menos activa) o por otros receptores a esteroides como 

el RA, RG, RM, REα y β, del órgano blanco considerado, de las condiciones de su estudio, de las dosis y de 

sus transformaciones metabólicas. Las respuestas biológicas de las progestinas, propician que existan 
interacciones que relacionan a varios sistemas como: el metabolismo de los lípidos, carbohidratos y proteínas, 
la regulación del agua y los electrólitos, homeostasis, fibrinólisis, así como los sistemas cardiovascular e 
inmunológico (Pascualini et al., 1998; Kuhl, 2005). 
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En el laboratorio se ha estudiado la actividad biológica de las progestinas NET, LNG, GSD derivadas de la 19-
nortestosterona y sus metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A, dichos estudios versan sobre 
análisis bioquímicos y de interacción de las progestinas con los diferentes receptores hormonales contenidos 
en los diferentes órganos blanco. Los resultados obtenidos de estos trabajos han demostrado que estas 
progestinas pueden interactuar con diferentes receptores hormonales, RP, RA y RE, presentando respuesta de 
tipo agonista y/o antagonista, del receptor al cual se une (Chávez et al., 1985; Cerbón et al., 1991; Pérez-
Palacios et al., 1992; Kuhn, 2005).  
Se ha demostrado que las  progestinas 19-nor progestinas (NET, LNG y GSD) son biotransformadas hacia 
varios metabolitos a nivel de órganos blanco y se ha observado que en estudios de ratas a cerca del 

metabolismo de NET, el metabolito 3α,5α-NET fue el principal metabolito encontrado en órganos blanco 

dependientes de estrógenos como el útero y vagina (Larrea et al., 1987, Stanczyk y Roy, 1990; Lemus et al., 
1992; Lemus et al., 2000; Lemus et al., 2001; Blom et al., 2001; Pasapera et al., 2002). (Figura 11))  

La bioconversión de noretisterona hacia 5α-NET, 3α,5α-NET y 3β,5α-NET metabolitos reducidos en el anillo 

A, podría conferir a estos productos resultantes, propiedades agonistas o antagonistas, y pueden interactuar 
con el receptor de progesterona, estrógenos o andrógenos (Chávez et al., 1985; Negro-Vilar y Pérez-
Palacios,1991; Markiewickes y Gurpide, 1994; Dicjkema et al., 1998, Schoonen et al., 2000).  
Estudios recientes in vitro en líneas celulares órgano blanco (T47-D) y no órgano blanco (CV-1) acerca del 
metabolismo de NET se biotransforma rápidamente a productos reducidos en el anillo A de la molécula, siendo 

el metabolito 3α y 5α-NET el producto principal de su bioconversión. Las líneas celulares al ser estimuladas 

con NET poseen una actividad 5α-reductasa y 3α-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3α-HSD), que modifican a 

la NET generando productos capaces de interactuar con los RE, RA, RP, RG (Pasapera et al., 2002). (Figura 
11). 
De manera similar, lo mismo ocurre con gestodeno y levonorgestrel, Además, de pertenecer a las progestinas 
derivadas de la 19-no testosterona y la reducción la lleva acabo en el anillo A de la molécula (Lemus et al., 
1992; Lemus et al., 2001). 
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Figura 11. Biotransformación de Noretisterona a compuestos dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A de la 
molécula, a través de la acción enzimática de 5α-reductasa y la hidroxiesteroide-deshidrogenasa. Esta 
biotransformación es similar para las progestinas Levonorgestrel y Gestodeno. 
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La reducción en el anillo A de las progestinas sintéticas de la serie 19-nor como son: NET, LNG y el GSD, a sus 

metabolitos correspondientes 5α-dihidro y 3β,5α-tetrahidro reducidos (Figura 12), resulta en la perdida de su 

actividad progestacional. A pesar de que los derivados dihidro reducidos se unen principalmente a los 
receptores de progesterona y andrógenos, los derivados tetrahidro-reducidos adquieren efectos de tipo 
estrógenico ya que interactúan con el RE (Markiewicks et al., 1992; Schoonen et al., 1995; Pasapera et al., 

1995).  
Con la finalidad de evaluar a nivel transcripcional la actividad andrógenica de estas progestinas sintéticas y sus 
metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A, se han tomado como referencia varios estudios que se 
han realizado sobre el análisis de desplazamiento de ligando del receptor andrógenos con NET, LNG, GSD y 
con sus respectivos metabolitos en presencia del DHT y T comparado con aquellos para los otros receptores, 
RP y RE. Estos han demostrado que la potencia competitiva de la NET y sus derivados para los sitios de unión 
del receptor difieren, no sólo para cada receptor sino también para cada compuesto en particular. La NET fue el 

competidor más eficiente para el RP, seguido por el 5α-NET. La reducción enzimática en el anillo A de la 

molécula de 5α-NET a compuestos tetrahidro-reducidos resulta en la perdida completa de su afinidad por el 

RP. A diferencia, 5α-NET compite más eficientemente por el RA que la NET. El metabolito 3β,5α-NET fue el 

que mostró más alta afinidad por el RE, seguido por su isómero 3α,5α-NET. Sin embargo, NET y 5α-NET no 

mostraron afinidad por el RE (Chávez et al., 1985). 
Se ha reportado que la progestina Levonorgestrel, en experimentos de afinidad de unión relativa, posee mayor 

afinidad por el RP y el RA, mientras que su metabolito 5α-LNG presenta exclusivamente afinidad por el RP. En 

cuanto al GSD, posee afinidad por el RP, RE y una débil afinidad por el RA, sus metabolitos dihidro y 
tetrahidro-reducidos en recientes reportes refieren su preferencia por el receptor de estrógenos (Lemus et al., 
2001; Kuhl, 2001; Kuhl, 2005) 
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Figura 12. Progestinas Sintéticas: NET, LNG, GSD y sus metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A de la molécula. 
En comparación con la progesterona natural que presenta actividad progestacional y DHT con propiedades androgénicas. ***tienes DHT con doble ligadura!! 
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La NET provoca una gama de efectos hormonales diversos, esto es debido principalmente a que estas 
progestinas se biotransforman a nivel de los órganos blanco y los productos resultantes tienen la capacidad 
de interactuar con los otros receptores hormonales (Pérez-Palacios et al., 1981; Chávez et al., 1985). Se ha 

demostrado que el compuesto 5α reducido de NET tiene la capacidad de interactuar con los receptores de 

progesterona y andrógenos, y el metabolito 3β,5α-tetrahidro-reducido de NET se une al receptor de 

estrógenos (Larrea et al., 1987). 
 
Sin embargo, en ensayos de afinidad de unión relativa por el ligando se ha determinado que las reducciones 
en el anillo A de la molécula de NET, reducen la afinidad de la molécula por el receptor de progesterona y 

con ello su actividad progestacional, así se demostró que el metabolito 5α-NET exhibe una actividad 

progestacional muy pobre mientras que el 3β,5α-NET que ha sufrido una doble reducción en el anillo A, ha 

perdido totalmente la afinidad por el RP y adquiere una alta afinidad por el receptor de estrógenos (Chávez 
et al., 1985). 
También se ha reportado que las progestinas NET, LNG y GSD presentan una fuerte actividad estrogénica. 
Esto sucede a nivel de transcripción y es diferente para cada tipo de RE alfa y beta (Pasapera et al., 2001). 
Los efectos estrógenicos de estos compuestos a nivel de la transcripción, han sido evaluados, sin embargo 
los resultados son muy controversiales, ya que existen en la literatura quiénes apoyan la capacidad la 
actividad estrogénica de las progestinas, y otros que las rechazan. Varios estudios muestran que en efecto, 
estas progestinas presentan una fuerte actividad estrogénica, en sistemas de transactivación de genes 
reporteros que contienen en su región promotora, elementos de respuesta a estrógenos activados por el RE 

α y β.  (Pasapera et al., 2001; García-Becerra et al., 2003).  

 
Estudios sobre el mecanismo de acción de las progestinas a nivel molecular (Pasapera et al., 1995; Castro 
et al., 1995), han utilizado la uteroglobina (UG) uterina de coneja como marcador de actividad 
progestacional. Ellos demostraron que la interacción de la NET con el RP resulta ser agonista, ya que es 
capaz de inducir la síntesis de UG y RNAm de la misma manera que lo hace la progesterona (P4) (Cerbón et 

al., 1990; Pasapera et al., 1995a). Contrariamente, el efecto resultante de la interacción del metabolito 5α-

NET con el RP no fue de tipo agonista sino completamente antagonista (Pasapera et al., 1995ª). Estos 
resultados ilustran claramente como una sola molécula es capaz de producir efectos antagónicos debido a la 
capacidad de biotransformación de los órganos blancos. 
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Recientemente, se demostró que los derivados 5α-reducidos de NET, LNG y GSD, así como las moléculas 

originales, tenían la capacidad de activar la transcripción de genes andrógeno-dependientes (García-Becerra 
et al., 2004). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
El uso de las progestinas sintéticas, principalmente aquellas derivadas de la 19-nortestosterona como 
Noretisterona, Levonorgestrel y Gestodeno, son ampliamente utilizadas como terapia anticonceptiva por más 
de 15 millones de mujeres en todo el mundo por su capacidad para inhibir la ovulación a través de la 
supresión de la liberación cíclica de gonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH). Adicionalmente, se prescriben 
en la regulación del ciclo menstrual, en la terapia sustitutiva hormonal en mujeres, en proceso de climaterio y 
menopausia y en algunos cánceres hormono-dependientes como mama, endometrial, cérvico-uterino y 
próstata. 
Uno de los problemas de la utilización de estas terapias es que, posterior a su administración, las 
progestinas ejercen efectos androgénicos como: acne, hirsutismo, alopecia y alteraciones en el metabolismo 
de lípidos y carbohidratos. Estos efectos secundarios constituyeron la primera indicación de que estos 
compuestos ó sus derivados metabólicos podrían activar al receptor de andrógenos. Adicionalmente, varios 
estudios in vivo e in vitro de estas progestinas han reportado que poseen afinidad por el receptor de 
andrógenos (Chávez et al., 1985; Lobo, 1988; Cabeza et al., 1995; Daney et al., 1995) 
Se ha determinado que estas progestinas se biotransforman a compuestos dihidro y tetrahidro-reducidos en 
el anillo A de la molécula. Al biotransformarse, estos metabolitos podrían adquirir la capacidad de interactuar 
con otros receptores a hormonas esteroides y desencadenar efectos diferentes a los del producto inicial. 
Los mecanismos a través de los cuales las progestinas sintéticas presentan efectos de tipo androgénico 
Adicionalmente del progestacional, no han sido esclarecidos a la fecha. Los datos existentes en la literatura 
apoyan la hipótesis de que estos efectos se ejercen a través de la interacción de estos metabolitos con los 
diferentes receptores hormonales y que estos son mediados por un mecanismo similar al modo de acción de 
las hormonas esteroides naturales. Sin embargo, no existían datos que corroboraran esta hipótesis a nivel 
transcripcional. 
Para determinar los mecanismos de acción de estas progestinas y sus metabolitos, en este trabajo se 
propuso evaluar el efecto transcripcional de estas tres progestinas y sus metabolitos correspondientes 
reducidos en el anillo A de la molécula y definir el papel biológico que tiene el receptor de andrógenos para 
mediar estos efectos. En este sentido, se utilizo un ensayo de transfección transitoria utilizando un vector 
reportero del gen de la luciferasa de luciérnaga regulado por elementos de respuesta a andrógenos. 
Adicionalmente, para corroborar las propiedades agonistas de estas progestinas y sus metabolitos, se 
empleó el sistema del doble híbrido en células de mamífero, ya que previamente se ha reportado que la 
unión de hormonas naturales agonistas, como testosterona y dihidrotestosterona, causan cambios 
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conformacionales en la molécula que promueven la interacción de los dominios amino y carboxilo terminal 
del receptor de andrógenos y que esta interacción es importante para las funciones de dimerización, unión al 
DNA y la actividad transcripcional.  
Adicionalmente, este tipo de sistemas permite estudiar la regulación que ejercen estos receptores a nivel 
molecular, permitiendo hacer estudios a varios niveles desde la activación del receptor hasta la regulación 
de la transcripción de proteínas específicas.  Este estudio se desarrolló en un contexto promotor-célula 
específico después de la administración de estas tres progestinas sintéticas y sus metabolitos dihidro- y 
tetrahidro-reducidos.  Se valoraron in vitro los efectos androgénicos sobre la transactivación mediada por el 
receptor de andrógenos y sobre la afinidad de las progestinas y sus metabolitos reducidos para inducir la 
formación del complejo amino-carboxilo terminal del receptor de andrógenos y poder llevar cabo el 
funcionamiento correcto del receptor de andrógenos para provocar su efecto biológico. 
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4. HIPOTESIS 

 
 
 
Los efectos biológicos de las hormonas esteroides son principalmente mediados a través de la transcripción 
de genes específicos, la cual es el resultado de la interacción de estas moléculas con sus receptores 
intracelulares específicos, que permiten la fosforilación, dimerización y a su vez unirse con secuencias 
específicas dentro del DNA presentes en los genes hormono regulados. Las progestinas sintéticas NET, 
LNG y GSD son esteroides sintéticos capaces de interactuar con el receptor de andrógenos, por lo tanto, en 
estudios in vitro, las progestinas sintéticas y sus metabolitos serán capaces de inducir la transcripción de 
genes reporteros que presentan en su secuencia reguladora elementos de respuesta hormonal androgénica. 
Así también, estas progestinas señalan un patrón de conversión metabólica similar al de las hormonas 
esteroides naturales progesterona y testosterona, por lo tanto, los compuestos dihidro-reducidos potenciarán 
su efecto androgénico y disminuirá su efecto androgénico al sufrir la tetrahidro-reducción en el anillo A de 
cada progestina. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 OBJETIVO GENERAL 

 
Evaluar la actividad andrógenica de NET, LNG, GSD y sus metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos en el 
anillo A sobre la transcripción de promotores hormono-regulados, en células no blanco de hormonas 
esteroides. 
 

 
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
I. Evaluar el efecto Androgénico de NET, LNG, GSD y sus metabolitos reducidos en el anillo A, a nivel de 
transcripción inducida por el receptor de andrógenos. Para ello, se utiliza un gen reportero regulado por un 
promotor sintético que contiene elementos de respuesta a andrógenos (MMTV-LUC), cotransfectado con el 
RA humano, en células CV-1 no blanco para ningún receptor a hormonas esteroides,  
 
ll. Construir una curva dosis respuesta de transactivación del RA inducida por NET, LNG, GSD y sus 

metabolitos correspondientes 5α, 3β,5α y 3α,5α en la línea celular CV-1. 

 

III. Establecer las propiedades agonistas de cada progestina y sus metabolitos 5α, 3α,5α y 3β,5α a través 

de la interacción Amino-Carboxilo terminal del RA con el empleo del sistema del doble híbrido del RA células 
de mamíferos.  
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6. JUSTIFICACION 
 
El uso de las progestinas sintéticas como terapia anticonceptiva y sustitutiva en la mujer, principalmente 
aquellas derivadas de la 19-nortestosterona, ha sido una práctica que se ha ido incrementando con el 
tiempo. Sin embargo, los efectos colaterales resultantes de la administración de estos compuestos, sobre 
todo aquellos de tipo estrógenico y androgénico, deberían ser más ampliamente estudiados.  
En el IMSS, el número de mujeres que utilizan anticonceptivos orales basados en estas progestinas 
asciende a más de 354,147, 6.2% de la población femenina que utiliza algún método anticonceptivo. A estas 
se le suman aquellas que utilizan inyectables que son más de 125,599 lo que constituye el 2.2% de la 
población de mujeres que regulan su fertilidad. Por lo tanto, se habla de un número importante de la 
población que corren el riesgo potencial de presentar efectos no deseables causados por el uso de 
progestinas sintéticas. 
En este sentido, debido a la importancia que tienen las progestinas sintéticas como agentes estimulantes de 
la transcripción y a su amplio uso como anticonceptivos y en la terapéutica de algunos cánceres hormono-
dependientes, en esta tesis se propuso estudiar, en líneas celulares no órgano blanco de andrógenos, la 
regulación hormonal de la transcripción ejercida por el estimulo de esteroides sintéticos en presencia de uno 
o más factores importantes para la transcripción. 
La relevancia de este proyecto radica en que por una parte, permitirá el diseño de nuevas estrategias para la 
evaluación y mejoramiento de los fármacos ya existentes en el mercado y aquellos de nueva creación. Por 
otra parte, permitirá la formación de recursos humanos en Biología Molecular aplicada a la Medicina, 
quienes tendrán a su alcance el conocimiento y el manejo de metodologías altamente resolutivas en 
Biología Molecular, hecho que permitirá desarrollar una nueva etapa de investigación de frontera en el 
estudio de la regulación hormonal en México. 
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7. METODOLOGÍA 
 

7.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
7.1.1 Vectores de Expresión 
pCMV-hRA: Corresponde al receptor de andrógenos humano y ha sido donado por la Dra. Elizabeth Wilson 
de la Universidad de Carolina del Norte, USA (Lubahn et al., 1988). 
 
7.1.2 Vectores Reporteros 
pMMTV-LUC: Esta construcción contiene el promotor del virus del tumor mamario de ratón (MMTV) que 
contiene elementos de respuesta andrógenos, delante del cDNA que codifica para la luciferasa de 
luciérnaga  y fue donado por Ron Evans (Yin et al., 2003). 
 
pRL-CMV: contiene el promotor/enhancer del citomegalovirus unidos al cDNA de la luciferasa Renila 

reniformes, el cual le confiere una alta expresión constitutiva. Adicionalmente de funcionar como control 
interno de transfección (Boletín Técnico de Promega, Madison, USA). 
 
7.1.3 Vectores de Expresión para el sistema del Doble Híbrido 
pVP-ABC: Estos plásmidos confieren la región amino-terminal del receptor de andrógenos, así como el 
dominio de unión al DNA y parte de la región bisagra (aminoácidos 1-660 del RA). Fusionado al dominio de 
activación del factor de transcripción VP16 del virus del herpes simple. 
 
pGAL-LBD: Este plásmido contiene la región carboxilo terminal del RA (aa 624-919), que incluye el dominio 
de unión al ligando y de transactivación AF-2. Esta fusionada a la región de unión de DNA de GAL4 de 
Saccharomyces cerevisiae. (Langley, 1995). 
 

pG5-E1b-LUC: Este vector reportero posee cinco copias del elemento de respuesta de GAL4 (una proteína 
activadora de Saccharomyces cerevisiae), un promotor E1b-TATA unidos a la secuencia que codifica para la 
luciferasa de luciérnaga.  
 
Estos vectores que conforman el sistema del doble híbrido fueron donados por la Dra. Elizabeth Langley 
(Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). 
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pSV-βGal: contiene el cDNA de β-galactosidasa que corresponde a un control interno para normalizar la 

eficiencia de la transfección  (Promega, Madison, USA incluir año). 
 
7.2 Esteroides 

Los esteroides que se usaron a lo largo de este estudio fueron: la Noretisterona (17α-etinil-17β-hidroxi-4-

gonano-3-ona), el Levonorgestrel (13β-etinil-17α-etinil-17β-hidroxi-4-gonano-3-ona) y el Gestodeno (13β-

etil-17β-hidroxi-4, 15-gonadieno-3-ona) (Figura 12) fueron adquiridos de la casa comercial Sigma (St. Louis 

MO, USA). Los metabolitos reducidos (5α, 3α,5α, 3β,5α) de cada uno de estos compuestos (Figura 12) 

fueron sintetizados en la Facultad de Química, UNAM por el Dr. Gustavo de la Mora, por la técnica descrita 
según Bowers y colaboradores (1958). 
 

Los agonistas naturales empleados del receptor de andrógenos fueron Testosterona (T) y 5α-

dihidrotestosterona (DHT) adquiridos en la casa comercial Sigma (St. Louis MO, USA). 
 
Se utilizaron como antagonistas del RA, al acetato de ciproterona y la 4-hidroxi-flutamida, donados por la 
Dra. E. Langley (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). 
 
7.3 Cepa Bacteriana 
La cepa de E. coli JM109, empleada fue obtenida de la casa comercial Promega (Boletín Técnico de 

Promega, Madison, USA), suministradas en alícuotas de 200 µl y con 3 ng de células competentes como 

control (control positivo), en este trabajo se describe en la siguiente tabla 2: 
 
Tabla 2. Cepa de E. coli. 
     CEPA                                                   GENOTIPO                                                            UTILIDAD   
E. coli JM 109                           recA1, gyrA96, thi1, hsdR17 (r, m1)                                      clonación 
(PROMEGA)                             relA1, supE44, ∆(lac-proAB), [ f, tra 
                                                  D36, pro A+B+, lac1°Z∆M15] 
________________________________________________________________________________ 
 

La bacteria E. coli fue crecida a 37°C con agitación de un medio rico Luria-Bertani (LB) o en placa utilizando 

el mismo medio con 1.5 % (p/v) de agar. La composición de los medios se describe en los manuales de 
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laboratorio (Sambrook et al., 1990; Sambrook et al., 2001).  El crecimiento de los cultivos se midió por 
densidad óptica a 600 nm en un espectrofotómetro Ultrapec 2000 (Pharmacia Biotech). 

Las células de E. coli se conservaron durante largos periodos de tiempo a -70°C en medio de crecimiento 

con glicerol al 15% (p/v), después de haber sido alicuotadas. 
 
7.4 Cultivo Celular 
La línea celular CV-1 (células derivadas de riñón de mono verde africano) y la línea celular HeLa (línea 
epitelial de carcinoma de cervix humano) que fueron donadas gentilmente por el Dr. Jean Savouret (Le 
Kremlin Bicetre, Francia). Las líneas celulares empleadas no expresan receptores a andrógenos o 
progestinas endógenas. 

Estas fueron mantenidas en cultivo a 37 °C en una atmósfera de humedad y 5% de CO2 en medio 

Dulbecco´s Modified Eagle´s (DMEM-H, Gibco BRL Inc., Gaithersburg, MD, USA) alto en glucosa [con rojo 

de fenol (Gibco BRL, life tecnologies)], suplementado con 10% de suero fetal de bovino (FBS), con 0.1 UI/ml 

penicilina/estreptomicina, 2 mM de L-glutamina. Las células fueron pasadas tres veces por semana usando 
tripsina-EDTA (0.25%). 
 

7.5 MÉTODOS 
7.5.1 Transformación de Bacterias 
La transformación de las células competentes de E. coli se realizó mediante la técnica de choque térmico, 
siguiendo el método físico-químico descrito por Hanahan (Hanahan, 1983; Hanahan, 1985).  A continuación 
se describe en breve la técnica que se empleo para la transformación de la cepa bacteriana: 
Los plásmidos mencionados en la sección anterior fueron previamente cuantificados y diluidos a una 

concentración de 10 ng/µl. 

Para introducir el DNA exógeno de los plásmidos de interés en la cepa bacteriana se depositó en un vial el 

DNA del plásmido a la concentración indicada con 100 µl de bacterias competentes de la cepa JM-109, se 

mezcló suavemente y se dejo en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se dio un choque térmico (42°C 

por 55 segundos), inmediatamente se transfirieron en hielo por 5 min. Se adicionaron 900 µl de medio LB. 

Posteriormente, se agitaron por una hora a 37°C y finalmente se sembraron 20 µl del cultivo en cajas de LB-

agar con Ampicilina (100 µg/ml) y se incubaron de 8 a 12 horas a 37°C. Al transcurrir el periodo de 

incubación se pico una colonia que contenía el DNA de interés y se puso a crecer en 5 ml de medio LB con 

 55



antibiótico a 37°C por 8 horas a 3000 rpm. Una vez crecidas, se hicieron alícuotas de 1 ml, se adiciono 

glicerol al 15 % como crioprotector y se congelaron a -70 °C. 

 
7.5.2 Manipulación del DNA 
7.5.2.1 Extracción y Purificación del ADN plasmídico 
Para la extracción y purificación de los diferentes ADN plasmídicos de E. coli de se empleó el estuche 
comercial QIAGEN ENDO-free plasmid purification kit (QUIAGEN Inc., Valencia, CA) se siguieron las 
instrucciones de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante con algunas modificaciones.  

Este estuche esta diseñado para la purificación por arriba de 500 µg de DNA plasmídico y esta basado en la 

extracción de ADN por lisis alcalina. Adicionalmente, nos permite obtener ADN libre de endotoxinas que 
mejora las condiciones de transfección al introducirlo a las líneas celulares. 

Se picó una colonia recién aislada y se inoculó en 5 ml de medio LB (100 µg/ml ampicilina) para su 

crecimiento. Posteriormente, se tomaron 250 µl de bacterias conteniendo el ADN de interés en 250 ml de 

medio LB con ampicilina (100 µg/ml ampicilina). Se pusieron a crecer nuevamente por 8 horas a 37ºC 

durante 16 horas, con agitación vigorosa (200 rpm). Se centrifugó a 600 rpm por 15 minutos a 4 ºC y el 
precipitado se resuspendió en 10 ml de la solución P1. Se adicionaron 10 ml de la solución P2, se mezcló e 
incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionaron 10 ml de la solución P3 y se mezcló. El lisado 
se adicionó a la columna de QIAfilter Cartridge y se incubo a temperatura ambiente por 10 minutos. Se 
insertó el embolo en la columna QIAfilter Cartridge y el lisado se transfirió a la columna QUIAGEN Tip Maxi 
previamente equilibrada con 10 ml de la solución QBT. Se permitió que el lisado pasara por la columna por 
gravedad. Se lavó dos veces la QUIAGEN Tip con 30 ml de la solución QC y se eluyó el ADN con 15 ml de 
la solución QF. El ADN se precipitó con 10.5 ml de isopropanol, se centrifugó a 11000 rpm durante 10 

minutos a 4 °C. 

Para determinar la pureza y concentración de los plásmidos, el ADN se resuspendió en TE y se determinó 
su concentración por medio de la lectura de la absorbancia a 260 y 280 nm. La electroforesis fue realizada 
en un gel de agarosa al 1.2 % en una solución de corrida de TBE 1X, para observar la integridad del ADN. 

Se corrieron 0.5 µg de cada producto de purificación y se observaron en un transiluminador de luz UV a 

260/289 nm. 
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7.5.3 Transfección Transitoria 
Los métodos de introducción del ADN al interior de la célula que se emplearon fueron lipofectamina 
(liposomas que contienen lípidos catiónicos) de lipofectamineTM reagent (Invitrogen Life Technologies) para 
el modelo de transactivación del RA y con Efecteno no-liposómico (QUIAGEN, Inc., Valencia, CA), basado 
en dendrímeros que condensan al DNA para obtener una máxima eficiencia en la transfección, para el 
sistema del doble híbrido en mamíferos. 
 
7.5.4 Estimulación Hormonal  
Posterior a la transfección, las células fueron estimuladas a diferentes dosis (concentraciones molares) de 
hormonas naturales utilizadas como controles positivos, antihormonas por presentar efectos antagónicos y 
las progestinas de interés, así como sus metabolitos reducidos en el anillo A. Adicionalmente de emplear 
como control el vehículo en el cual fueron disueltos las progestinas y sus metabolitos. 
Después de las 24 horas de estimulación hormonal correspondiente, se aspiró el medio de cultivo de las 

células y se lavaron dos veces con PBS 1X, se aspiró a sequedad el PBS y se agregaron 100 µl de solución 

de lisis por pozo (PLB-5X, Promega-Madison, USA) 
 
7.5.5 Ensayo Enzimático de Luciferasas 
Para evaluar el efecto androgénico de las progestinas sobre la actividad del gen reportero, se determinaron 
los niveles de las enzimas de luciferasa de luciérnaga y de renila, mediante la reacción de oxidación del 
sustrato luciferina, dependiente de ATP (Boletín Técnico de Promega, Madison, USA). 
Para normalizar la transfección se determinaron los niveles de la enzima renila con el mismo tipo de ensayo 

de luciferasa o β-galactosidasa con su ensayo correspondiente. 

 

7.5.6 Ensayo de β-galactosidasa 

Para evaluar la eficiencia de la transfección se cuantificó la actividad de β-galactosidasa. Se preparo una 

reacción estándar de 200 µl, que contiene 40 µl de extracto celular, 80 mM de buffer de fosfato de sodio, pH 

7.3, 102 mM de 2-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co. St. Louis MO), 9.0 mM de MgCl2 (Sigma Chemical 

Co. St. Louis MO) y 8.0 mM de rojo de clorofenol β-D-galactopiranosida (CPRG) (Boehringer Mannheim 

GmbH, Germany) como sustrato. Posteriormente, se incubó a 30 °C durante una hora. Al finalizar la 

incubación se cuantificó por espectrofotometría a la longitud de onda de 560 nm. 
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7.5.7 Análisis Estadístico 
Los programas que se emplearon para graficar y hacer el análisis estadístico fueron SigmaPlot versión 9 
(SYSTAT Software, 2004). 
Los resultados se expresaron como medias + D. E. para cada experimento y se analizaron mediante la 
prueba de varianza ANOVA de una sola vía. Posteriormente, para las múltiples comparaciones del control 
con los diferentes tratamientos de las progestinas, se utilizó la prueba de DUNET.  
 
7.5.8 Sistema del vector reportero MMTV-LUC y el RA inducido por las progestinas sintéticas y sus 
metabolitos en la línea celular CV-1. 
Para evaluar el efecto androgénico de las progestinas sintéticas y sus metabolitos (figura 12 y 13) se 
llevaron acabo ensayos de transfección transitoria utilizando el receptor de andrógenos y un gen reportero 
de luciferasa dependiente de RA.  
Las transfecciones se realizaron en la línea celular CV-1 la cual carece de receptores endógenos de 
hormonas esteroides, lo que permite evaluar de manera individual y sin interferencias al receptor 
transfectado.  Las células fueron cultivadas en medio Dulbecco´s Modified Eagle´s (DMEM-H Gibco BRL, 
Inc., Gaithersburg, MD, USA) (alto en glucosa), con rojo de fenol suplementado con 10 % (v/v) suero fetal 
bovino (Hyclone), 2mM L-glutamina (GibcoBRL), y una dilución 1:100 de penicilina/estreptomicina 

(GibcoBRL), mantenidas a 37°C en una atmósfera de humedad y 5 % de CO2. La transfección se realizó 

con un kit comercial de lipofectamina TM reagent (Invitrogen Life Technologies). 
Para determinar la eficiencia de la transfección se cotransfectó con el control de expresión de luciferasa de 

renila pCMV-renila o β-galactosidasa, los cuales se expresan de forma constitutiva, lo que permite la 

normalización de la transfección. 
En breve se describe el protocolo de transfección: 
Las células de la línea celular CV-1 fueron sembradas un día antes de la transfección, a una densidad de 6 x 
104 por pozo, en cajas de 12 pozos.. Al día siguiente, las células se observaron al microscopio para verificar 
su confluencia celular (del 50% al 80%). Las transfecciones se realizaron por triplicado para cada 
transfección del receptor. 
Para realizar la transfeción transitoria se empleo lipofectamina TM reagent (Invitrogen Life Technologies). 
Esta lipofectamina viene acompañada de un reactivo, PLUS reagent, que forma complejos con el ADN 
aumentando la eficiencia de unión de este ADN a la lipofectamina. El proceso a seguir es el siguiente: 
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El día previo a la transfección, se sembraron las células y se dejaron crecer en medio sin antibiótico. Cuando 
las células habían alcanzado entre un 50-80% de confluencia, fue sustituido el medio de cultivo, por medio 

sin suero y sin antibiótico. El ADN (1 y 2 µg de ADN total), compuesto por ADN plasmídico del reportero 

MMTV-Luc (0.25-0.5 µg), el vector de expresión de hRA (pCMVhRA) (0.05µg), renila (pCMVrenila) o ADN 

del vector β-Gal (0.05µgl), se diluyeron en medio sin suero y se le añadió Plus reagent, se mezcló y se dejo 

incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Transcurrido el periodo de tiempo, el ADN se mezcló 
con la lipofectamina, se diluyó en medio sin suero y se incubó por otros 15 minutos. El complejo fue añadido 
a las células. Después de cinco horas de incubación, el medio de las células fue cambiado por medio de 
cultivo suplementado con 10% de suero fetal de bovino. Las células se procesaron entre 24 y 48 horas 
después de la transfección. 
Posterior a la transfección, las células se lavaron con PBS IX dos veces y se realizó el estimulo hormonal a 
diferentes concentraciones (1 x 10-6 hasta 1 x 10-11). Las progestinas y sus metabolitos fueron disueltas 
etanol y diluidas en DMEM-H sin rojo de fenol, suplementado con suero de cabra pretratado con una mezcla 
de carbón-dextran, para quitar los esteroides que pudiera contener y poder afectar al experimento. El 
estímulo de cada hormona se realizó por triplicado durante 24 horas. 
Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X, se recolectaron y se lisaron con el 
amortiguador de lisis pasivo 1X, que contenía el estuche comercial de lectura de la actividad de luciferasas 
(PLB-5X, Promega-Madison, USA).  

Finalmente, se recolectó el extracto celular y se almacenó a -70°C en tubos eppendorf y posteriormente se 

tomó lectura en el luminómetro. Todos los experimentos fueron registrados por triplicado y con repeticiones 
para su lectura en el luminómetro. 

Los datos fueron normalizados con la actividad de la luciferasa de renila o β-galactosidasa para determinar 

la eficiencia de la transfección. 
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Figura 13. El Sistema de Vectores Reporteros en líneas celulares permite estudiar la regulación que ejercen 
los receptores a hormonas esteroides a nivel molecular, permitiendo hacer estudios a varios niveles desde la 
activación del receptor hasta la regulación de la transcripción de proteínas específicas. Los genes de los 
vectores reporteros junto con los del vector de expresión del receptor de hormonas esteroides se integran de 
forma transitoria en el genoma de la célula eucarionte con la alta capacidad de replicarse, transcribirse y 
traducirse en una proteína con actividad enzimática (Brasier y Ron, 1992; Olesen et al., 2000; Mueller, 
2002). 
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7.5.9 Interacción del Sistema del doble-híbrido del receptor de andrógenos inducido por las 
progestinas sintéticas. 
 
Con la finalidad de conocer la interacción de los diferentes ligandos con el receptor de andrógenos, se llevo 
a cabo la técnica del doble híbrido en células de mamífero. Dicha técnica permite detectar in vivo las 
interacciones proteína-proteína. 
Este sistema se basa en la presencia de dominios modulares que se encuentran en algunos factores de 
transcripción: un dominio de unión al DNA, el cual se une a una secuencia especifica de DNA y un dominio 
de activación transcripcional, el cual interacciona con la maquinaria general de transcripción (Fields y Song, 
1989; Criekinge y Beyaert, 1999).  
Para llevar acabo nuestro objetivo, se tiene como antecedente que existe una interacción de los dominios 
amino terminal y carboxilo terminal de la proteína del receptor de andrógenos humano (figura 14), y esta 
interacción requiere para su ensamble la unión de alta afinidad de ligandos agonistas (Kemppainen et al., 

1999; Wilson et al., 2003; Cllewaert et al., 2006). 
Se empleó la línea celular HeLa cultivadas en un medio esencial con sales Earle´s y L-glutamina (MEM 
GibcoBRL) suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal de bovino (Hyclone), 2 mM de L-glutamina 
(GibcoBRL), a una dilución 1:100 de penicilina/estreptomicina (GibcoBRL). Estas fueron mantenidas en 

cultivo a 37°C en un ambiente húmedo y 5 % de CO2. Se sembraron 2 x 105 células por pozo en cajas de 

seis pozos y se mantuvieron en dichas condiciones, hasta alcanzar una confluencia del 60 al 80%.  
Al alcanzar la confluencia, los plásmidos que se emplearon para la transfección en la línea celular HeLa 

fueron los siguientes: GAL-LBD (0.1 µg), VP-ABC (0.1 µg) y G5-E1b-LUC (0.2µg) (Figura 14). 

Se transfectaron empleando el estuche comercial Effectene (QIAGEN Inc., CA), que presenta una gran 
eficiencia de transfección, baja citotoxicidad y requiere de bajas concentraciones de ADN. Este requiere de 
dos pasos: el primero, se mezcló el ADN de los vectores con el enhancer y un buffer que contenía el 
estuche, esto permitió obtener una condensación eficiente del DNA y concentraciones de sales optimas; se 

requiere de 2 a 5 minutos. Al transcurrir este tiempo, se adiciono 1µl del reactivo Effectene a la mezcla, se 

mezcló con vortex por 10 segundos y se incubó a temperatura ambiente de 5-10 minutos para formar el 
complejo ADN-Effectene. Posteriormente, el complejo se mezcló con 0.4 ml medio de cultivo con suero y 
antibiótico. Finalmente, se añadió a cada pozo 0.4 ml de este complejo y 0.8 ml de medio, se incubó durante 

toda la noche a 37°C con 5 % de CO2.  
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Al siguiente día se aspiró el medio de la transfección y se lavó con 2 ml de PBS 1X (buffer salino de 
fosfatos). Se reestableció con 2 ml de medio sin rojo de fenol, sin suero fetal de bovino. Las hormonas que 
fueron previamente disueltas en etanol absoluto (vehículo), se adicionaron al medio durante 24 horas a una 
concentración final de 1 y 100 nM.  
Después de 24 horas las células se lavaron con 2 ml PBS 1X. La solución salina se aspira y se adicionaron 
0.2 ml de buffer de lisis pasivo 1X que contiene el estuche para lisarlas y cuantificar su actividad enzimática. 

Para su análisis de la actividad de la enzima reportera se tomaron 3µl de cada muestra y se analizan con 10 

µl de sustrato de luciferasa de luciérnaga según, el protocolo de Promega. Las unidades relativas de 

luciferasa fueron determinadas usando un luminómetro Monolight 3010 (Pharmingen). 
Todos los experimentos fueron registrados por triplicado y con repeticiones para su lectura en el 
luminómetro. Los datos fueron normalizados para determinar la eficiencia de la transfección con la actividad 

de β-galactosidasa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 62



RECEPTOR DE ANDRÓGENOS

ABC

LBDDBDNH2

LBD

GAL LBD VP-ABC

GAL
DBD

AR
LBD AR

ABC

VP16

________________________________________________________________________________LUCIFERASA__________________________E1b TATA 

SITIOS DE UNION AL DNA DE GAL4 

Figura 14. Representación esquemática de vectores quiméricos GAL-LBD (624-919 aa), VP-ABC (1-660) y 
5XGAL-Luc. En la figura se señalan los plásmidos que se emplearon en el sistema del doble híbrido para 
promover el ensamblaje del receptor de andrógenos que a su vez puede ser inducido por las hormonas
sintéticas y sus metabolitos. La transactivación del RA se expresa con el vector reportero de Luciferasa en la 
línea celular HeLa. 
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8. RESULTADOS 
 
8.1 Actividad Androgénica inducida por NET, LNG, GSD y sus metabolitos dihidro y tetrahidro-
reducidos en el anillo A. 
 
La estrategia que se utilizó para evaluar la actividad androgénica de las progestinas derivadas de la 19-
nortestosterona, así como a sus metabolitos dihidro y tetrahidro reducidas en el anillo A, a nivel de la 
transcripción, es aquella derivada de la transfección de un vector reportero que contiene en su secuencia 
promotora elementos de regulación positiva, reconocidos por el RA cuando es activado por su ligando 
(Figura 13). Este tipo de metodologías han demostrado ser eficientes y adecuadas para evaluar la actividad 
transcripcional de varios receptores nucleares (Alam y Cook, 1990; Mueller, 2002; Simon y Mueller, 2006). 
El vector reportero que se empleó consta del cDNA que codifica para la luciferasa de luciérnaga, regulado 
por el promotor del virus del tumor mamario de ratón (MMTV), el cual es regulado de manera positiva por 
dos sitios (ARE) en su secuencia promotora. La evaluación de la actividad de la luciferasa en los extractos 
celulares transfectados con estos vectores son considerados de manera proporcional al RNAm de la 
transcripción (Meighen, 1991; Belikov et al., 2001; Wilson et al., 2002; Mueller, 2006).  
 
El plásmido MMTV-LUC se cotransfectó con el vector de expresión del RA humano y luciferasa de renila 
(control de transfección) en la línea celular CV-1 que no expresa el receptores de andrógenos.  Posterior a la 
transfección, las células fueron estimuladas col los ligandos a diferentes dosis. Se construyó una curva 
dosis–respuesta de las progestinas NET, LNG, GSD y sus metabolitos reducidos en el anillo A para 
determinar la dosis óptima de transactivación del receptor de andrógenos humano, utilizando como controles 
positivos de transactivación del RA, T y DHT, y el control negativo del vehículo (etanol absoluto), en cual 
estaban disueltas las hormonas. Las dosis usadas eran crecientes de 1 X 10-11 a 1 X 10 -6.  

En la gráfica 1, se observa que la 5α-NET y NET (1A) fueron las progestinas que presentaron mayor 

actividad agonista para el receptor de andrógenos comparadas con los metabolitos tetrahidro-reducidos, ya 
que aquellos muestran una débil interacción con el RA.  Esto confirma los experimentos reportados de 
afinidad de unión al ligando de esta progestina y sus metabolitos correspondientes por el RA. 

La progestina LNG (1B) sigue el mismo comportamiento que NET, ya que la 5αLNG y el LNG presentan 

propiedades agonistas para el RA, lo que confirma los estudios reportados de afinidad por el RA. En cuanto 
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a los metabolitos tetrahidro-reducidos muestran que al tetrahidro-reducirse se debilita su interacción con el 
RA, reduciendo su respuesta hormonal. 
Se observa claramente que la progestina GSD (1C), a pesar de ser una progestina sintética de tercera 
generación y  que se ha reportado  presenta mayor afinidad por el RE, en este caso con esta metodología 

se muestra que GSD y su metabolito 5α-GSD poseen la capacidad de interactuar con el RA desencadenado 

efectos androgénicos, y aunque en este experimento no se contaba con el tetra-epímero 3α,5α, se observa 

como su epímero 3β,5α muestra el mismo comportamiento, que los metabolitos tetrahidro-reducidos de las 

progestinas sintéticas NET y LNG. Adicionalmente, este experimento sirvió para obtener la concentración 
máxima para activar al receptor de andrógenos e inducir la transcripción que correspondió a 1X 10-8 y 1 X 
10-9 M para NET, LNG, GSD y los metabolitos dihidro-reducidos, a diferencia de los metabolitos tetrahidro-
reducidos que presentaban una inducción máxima a la concentración 1 x 10-8 M, esta actividad fue la mayor 
actividad inducida que se presentó en todas las progestinas y sus metabolitos. El empleo de las hormonas 
Testosterona y DHT se nota claramente una curva dosis-respuesta que aumenta con la concentración de la 
hormona llegando a una saturación a la dosis de l0-8 M o 10 nM. La DHT fue la hormona más potente, ya 
que induce la transactivación del RA a menor concentración. 
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Gráfica 1. Curva de Transactivación del RA inducido por A) NET, B) LNG y C) GSD y sus metabolitos 
correspondientes. reducidos en el anillo A de la molécula, a diferentes concentraciones molares (10-11 a 10-6 
M), cotransfectado con el vector de expresión del receptor de andrógenos humano (pCMVhRA), el vector 
reportero MMTV-LUC y renila en la línea celular CV-1. (Cada punto representa la media de tres 
experimentos ± D. E), independientes y los valores son presentados con la inducción de LUC por los 
esteroides sintéticos y sus metabolitos. 
 
Con los resultados obtenidos en este estudio las progestinas derivadas de la 19-nortestosterona utilizadas 
fueron capaces de activar el receptor de andrógenos desencadenando la transcripción del vector reportero 
sensible a andrógenos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 67



 
8.2 Evaluación Androgénica de NET, LNG, GSD y sus correspondientes metabolitos dihidro y 
tetrahidro-reducidos en el anillo A de la molécula 19-nortestosterona. 
 
Para evaluar la actividad andrógenica de las progestinas y sus metabolitos correspondientes se empleó la 
concentración óptima de transactivación del receptor de andrógenos humano, en el sistema de reporteros 
empleando Luciferasa y el promotor MMTV en la línea celular CV-1 no blanco de hormonas esteroides. 
 En la gráfica 2 se observan los porcentajes de inducción de las progestinas y sus metabolitos en 
experimentos individuales por triplicado. 
Se utilizó como control el vehículo en el cual se disolvieron las progestinas y sus metabolitos, este no 
presento ninguna inducción para activar el vector reportero como se puede observar en las gráficas. 

La potencia que presentaron las progestinas y sus metabolitos fue la siguiente: 5α-NET > , NET> LNG >, 

5α-LNG >, 5α-GSD >, 3α,5α-LNG >, GSD >, 3α,5α- NET >, 3β,5α-NET >, 3α,5α,-GSD.  

Como se esperaba, por informes previos de afinidad de unión relativa del RA (Chávez et al., 1985), la 
reducción de la molécula resultó en la ganancia significativa de la potencia transcripcional de NET LNG y 

GSD, así como de algunos de sus metabolitos dihidro-reducidos. Los compuestos 5α-NET y NET activaron 

la transcripción de la enzima LUC con mayor potencia en relación a las progestinas LNG, GSD y sus 
metabolitos. Los de menor potencia fueron los metabolitos tetrahidro-reducidos ocasionando menor 
transactivación del RA en relación a los otros compuestos.  
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Gráfica 2. Se presentan todas las progestinas sintéticas junto con sus metabolitos dihidro-reducidos y 
tetrahidro-reducidos, evaluadas a la concentración (10-8 M). Cada barra representa la media de tres 
experimentos por separado + D.E). Los asteriscos indican las diferencias estadísticas significativas (* 
P≤0.005) 
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8.3 Interacción amino y carboxilo terminal de receptor de andrógenos estimulado con las 
progestinas NET, GSD, LNG y sus metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A. 

 
Para determinar la formación del complejo amino y carboxilo terminal del receptor de andrógenos inducido 
por NET, GSD, LNG y sus metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A derivados de la 19-
nortestosterona, se utilizó el ensayo del doble híbrido en mamíferos, en células de la línea epitelial de 
carcinoma de cervix humano (HeLa) (Asselin et al., 1979; Langley et al., 1995) las cuales no presentan 
receptores a esteroides. Se les cotransfectó con los vectores de RA pVP-ABC que corresponde a la región 
amino-terminal y de unión al DNA, pGAL-LBD correspondiente a la región carboxilo-terminal de la proteína 

(RA), pG5-E1b-LUC el vector reportero de luciferasa y vector β-gal para normalizar la eficiencia de la 

transfección (Figura 12 y 14). 
Se emplearon dos concentraciones 1 y 100 nM para todas las progestinas y sus metabolitos dihidro y 
tetrahidro-reducidos en el anillo A comparada con los controles positivos naturales como testosterona, DHT, 
y un antagonista, acetato de ciproterona. Como control negativo, el vehículo (alcohol absoluto) en el cual se 
disolvieron dichos esteroides de hormonas. 
Se puede observar en las gráficas 2-4, el control negativo no presenta ninguna interacción entre las regiones 
amino y carboxilo del receptor de andrógenos medida a través de la activación de LUC. 
Los controles positivos Testosterona y DHT, son ligandos específicos para el receptor de andrógenos 
mostraron interacción, mientras el acetato de ciproterona que es un antagonista no hubo interacción. En 

cambio NET, 5α-NET y 3α,5α-NET presentan una débil interacción de la proteína a concentraciones altas 

(100 nM), en cambio a dosis bajas (1nM) no hay ningún reconocimiento por parte de los dos integrantes de 

la proteína, el metabolito 3β,5α-NET se observa claramente que no hay interacción de la proteína, por lo 

tanto ningún efecto. 

Para GSD y sus metabolitos al ser tratados con dicho modelo experimental se observó que GSD y 5α-GSD 

son las únicas progestinas que tanto, a 1-100 nM logran presentar una débil interacción, lo que no se 
observó con el metabolito tetrahidro-reducido. 
Finalmente, para LNG con las dosis probadas ya sea 1 o 100 nM, se presenta una débil interacción, lo 

mismo sucede para 5α-LNG y 3α,5α-LNG, claramente se observa que el metabolito tetrahidro-reducido 

3β,5α-LNG no induce ninguna interacción. 
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Gráfica 2. Transactivación del doble híbrido del receptor de andrógenos inducido por NET y sus metabolitos 
dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A, en la línea celular HeLa. (Cada barra representa la media de tres 
experimentos por separado + la D. E. M). Los asteriscos indican las diferencias estadísticas significativas (* 
P≤0.001, **P≤0.05). 
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Gráfica 3. Transactivación del doble híbrido del receptor de andrógenos inducido por GSD y sus metabolitos 
dihidro y tetrahidro-reducidos en el anillo A, en la línea celular HeLa. (Cada barra representa la media de tres 
experimentos por separado + la D. E.). Los asteriscos indican las diferencias estadísticas significativas (* 
P≤0.001, **P≤0.05). 

 72

-

-

r--

-
~ -

~n rí ,------, ,------, r-l n , , , , , 



 
 
 
 

Tratamiento Hormonal (nM)

C
LNG 1

LNG 100

5a-LNG 1

5a-LNG 100

3a,5a-LNG 1

3a,5a-LNG 100

3b,5a-LNG 1

3b,5a-LNG 100
DHT 1

DHT 100 T 1
T 100

AC C 1

AC C 100

In
du

cc
ió

n

0

10

20

30

40

50

60

70

 

*

*

**
** **

Gráfica 4. Interacción NH2-COOH del receptor de andrógenos inducido por LNG y sus metabolitos dihidro y 
tetrahidro-reducidos en el anillo A, en la línea celular HeLa mediante ensayos de doble hibrido del receptor 
de andrógenos. (Cada barra representa la media de tres experimentos por separado + la D. E. M). Los 
asteriscos indican las diferencias estadísticas significativas (* P≤0.001, **P≤0.05). 
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9. DISCUSIÓN 
Las progestinas sintéticas NET, LNG y GSD derivadas de la molécula 19-nortestosterona, son 
metabolizadas tanto in vivo como in vitro a compuestos dihidro y tetrahidro-reducidos y presentan una gama 
de efectos hormonales y antihormonales. La reducción en el anillo A de las progestinas sintéticas de la serie 

19-nor como son: NET, LNG y el GSD, a sus metabolitos correspondientes 5α-dihidro y los tetrahidro-

reducidos resultan en la pérdida de su actividad progestacional y adquieren diversas afinidades por otros 
receptores a hormonas esteroides, desencadenado efectos diferentes a los del producto inicial (Lemus et al., 

1992; Schoonen et al., 2000; Larrea et al., 2001; Blom et al., 2001; Lemus et al., 2001; Pasapera et al., 

2002). 
 
En este trabajo se decidió evaluar el efecto androgénico de las progestinas y sus metabolitos ya que 
anteriormente se había reportado que dichas progestinas per se presentan efectos androgénicos reflejados 
en efectos secundarios fisiológicos que se expresan, en el fenotipo de las mujeres que consumen dichas 
progestinas por largo tiempo (alrededor de cinco años) tales como: acne, hirsutismo, alopecia y alteraciones 
en el metabolismo de lípidos y carbohidratos. Adicionalmente, se había reportado que los metabolitos 
poseen afinidad por los receptores a hormonas esteroides, desencadenando efectos hormonales y 
antihormonales (Darney, 1995; Raudrant y Rabe, 2003; Kwok et al., 2004; Benagiano et al., 2004; Schindler, 
2004; Kuhl, 2005; Koubovec et al., 2005).  
 
El modelo experimental que se utilizó en este trabajo fue un sistema de vectores reporteros que nos permite 
detectar y cuantificar con mayor eficiencia la actividad transcripcional en respuesta al estímulo hormonal 
mediado por las progestinas y sus metabolitos correspondientes (Alam y Cook, 1990; White et al., 1994; 
Mueller, 2002; Hartig et al., 2002; Wilson et al., 2002; Mata de Urquiza y Perlmann, 2003; Tomura et al., 

2003; Sonneveld et al., 2005).  
Adicionalmente, se utilizó el sistema de doble híbrido del receptor de andrógenos, el cual determina si la 
configuración inducida por algún ligando, en este caso las progestinas y sus metabolitos, promueve la 
interacción amino-carboxilo de este receptor.  Estudios previos han determinado que esta interacción amino-
carboxilo es importante para la actividad positiva del RA y se ha utilizado como una medida de agonismo de 
ligandos. En este caso, la interacción amino-carboxilo induce la expresión de un gen reportero de luciferasa. 
(Langley et al., 1998; Kemppainen et al., 1999; He y Wilson, 2002; Ghali et al., 2003; Cheng et al., 2004; 
Callewaert et al., 2006).  
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De acuerdo a los resultados obtenidos y confirmados por otros trabajos, se demuestra la actividad 

andrógenica de NET y de su metabolito 5α-NET in vivo e in vitro, en este trabajo ambos sistemas reportan 

que las progestinas con mayor potencia androgénica fueron 5α-NET y NET, pero tienen menor potencia en 

relación a Testosterona y DHT ligandos fisiológicos del RA. Estos resultados demuestran, que la actividad 

androgénica previamente reportada para NET y 5α-NET, esta relacionada a su interacción con el RA 

desencadenado de esta forma su actividad transcripcional, lo que permite interpretar que los cambios 

estructurales que sufre la molécula de NET dan por resultado que la 5α-NET tenga mayor afinidad por el RA 

y sea mayor su actividad androgénica (Chávez et al., 1985; Lemus et al., 1997; Campos et al., 1999; Kubli et 

al., 2002; Perusquía et al., 2003; García-Becerra et al., 2006). 

Con estos resultados tanto NET como 5α-NET poseen la capacidad de interactuar con el RA induciendo los 

cambios conformacionales del mismo, para activar la transcripción de manera similar a la Testosterona y a la 
DHT, aunque con menor afinidad (Martíni et al., 2003; Janer et al., 2005; Arlt, 2006). La reducción del anillo 

A de las progestinas, por efecto, de la 5α-reductasa generan compuestos 5α-reducidos que amplifican la 

respuesta androgénica tal como sucede en la testosterona. 
Recientemente se ha demostrado, mediante el uso de modelos biomatemáticos, que de acuerdo a la 
similitud de la conjugación de los átomos de carbono C3=C3-C4=C5 y las propiedades estereoelectrónicas 
de las progestinas se permite que la afinidad por el receptor de progesterona y andrógenos desencadene 
efectos progestacionales y androgénicos, similares a las propiedades de testosterona y progesterona como 
también se demuestra por análisis tridimensionales cristalográficos en interacción progestina-receptor 
(Williams y Sigler, 1998; Sack et al., 2001; Sack et al., 2001; Kubli et al., 2002; Shaffer et al., 2004; D´Ursi et 

al., 2005; Schaufele et al., 2005; Bohl et al., 2005; Farla et al., 2005).  
Otros estudios relacionados a la conformación del receptor de andrógenos, mediante ensayos de 
digestiones parciales del RA en presencia de las 19 nor progestinas y sus correspondientes derivados 

reducidos en el anillo A, demuestran que la 5α-reducción promueve la capacidad para inducir un cambio 

conformacional en el RA in vitro. De manera similar se observo que NET, LNG y el GSD, así como sus 
derivados reducidos en el C-5 del anillo A indujeron un cambio en la conformación del receptor similar al 
obtenido con DHT, pero los metabolitos tetrahidro-reducidos de las progestinas presentan una 
fragmentación proteolítica similar al obtenido con el tratamiento del receptor con el compuesto antagónico 
RU486 (García-Becerra et al., 2004). 
Estos estudios corroboran los resultados obtenidos a nivel transcripcional en los sistemas de vectores 
reporteros y del doble híbrido, que indican la naturaleza androgénica-agonista de estos compuestos, 
subrayando que la interacción del complejo ligando-receptor hace inducir el cambio conformacional, 
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dimerización e interacción con los elementos de respuesta hormonal para desencadenar una activación 
transcripcional (Huang et al., 2002). También estos resultados confirman que el promotor empleado, el virus 
del tumor mamario de ratón ofrece un buen modelo para estudiar la regulación del complejo esteroide-
receptor y la interacción con los factores de transcripción (Beato y Eisfel, 1997; Hager, 2000).  

En este estudio, se demostró que el metabolito tetrahidro-reducido 3α,5α-NET también es capaz de inducir 

la activación transcripcional del receptor y provocar el ensamble del doble híbrido del RA, aunque con menor 

potencia en comparación con 5α-NET, NET, T y DHT. Este resultado demuestra la sensibilidad de la técnica 

del doble híbrido para detectar la actividad agonista de ligandos del RA, aún cuando es activado por 
compuestos con baja afinidad (Kemppainen et al., 1999; Van Criekinge y Beyaert, 1999; He y Wilson, 2002). 
La actividad androgénica de este metabolito se ve influenciada por su estructura espacial, ya que 

compuestos 3α,5α tetrahidro-reducidos, al tener una configuración 5α/trans hidroxilado con 3α les permite 

producir un compuesto más activo y estable que el 3β,5α ya que este último parece ser un compuesto 

inactivo.  Es decir, la hidroxilación en la posición 3α le confiere la capacidad de interactuar con el RA ya que 

la configuración alfa le transmite mayor estabilidad para asociarse al RA y desencadenar un efecto 
Androgénico. Este resultado esta apoyado en estudios de la potencia de vasorelajación y la conformación 

estructural de los esteroides, como se ha observado en los esteroides naturales 5α-reducidos, estos 

presentan una alta potencia al adquirir una conformación estructural 3α,5α de la progesterona en el útero 

de diferentes especies, incluyendo al humano (Perusquía y Jasso-Kamel, 2001; Martíni et al., 2003). 

También se puede observar que los andrógenos 3α,5α, (androsterona y androstenediol) inducen un 

marcado efecto útero relajante y en recientes publicaciones  se demuestran que NET y 3α,5α-NET ejercen 

efectos vasorelajantes en aorta torácica de manera similar a los  andrógenos y probablemente el efecto 
biológico también se deba a su alta densidad electrónica en el anillo A, cuando es bioconvertido e 
hidroxilado en la posición alfa como sucede de manera similar en la progesterona (Kubli –Garfias et al., 

1998; Perusquia et al., 2003). 
 

Las progestinas Gestodeno y Levonorgestrel y principalmente sus metabolitos 5α-reducidos tienen la 

capacidad de interactuar con el receptor de andrógenos y el resultado de dicha interacción se traduce en 
efectos androgénicos aunque su potencia es menor en comparación con la NET. Estas progestinas per se 
presentan una actividad andrógenica significativa por derivar de la molécula 19-nortestosterona, pero menos 

potentes cuando se compara con la actividad transcripcional inducida por DHT, T, 5α-NET, NET, 3α,5α-

NET. Por otro lado, se observó. a los derivados 5α-reducidos de estas dos progestinas (GSD y LNG) 
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también tienen la capacidad de activar la transcripción a través del RA. Esta observación se confirma con 
una serie de resultados que indican que la adición de un grupo etilo en el carbono 18 como en el caso de 
levonorgestrel incrementa su afinidad por el RA y que la presencia de una doble ligadura en el C-15 de la 

molécula de GSD no tiene efecto alguno. Los metabolitos tetrahidro-reducidos con la configuración 3α5α y 

3β5α de las progestinas sintéticas LNG, GSD y NET a excepción de 3β,5α-NET, poseen afinidad por el RE 

(García-Becerra et al., 2004), pero pierden su capacidad para unirse con el RA, lo que demuestra la 
especificidad estructural de los receptores para interactuar con diferentes ligandos (Cooney et al., 2000; 
Lemus et al., 2000; Larrea et al., 2001; Lemus et al., 2002; García-Becerra et al., 2002; Pasapera et al., 

2004) 
Actualmente, se han realizado estudios de competencia de unión al ligando, transactivación del RE con 

ambas subtipos transfectados de manera testable y se ha demostrado que los metabolitos 3β,5α presentan 

una alta preferencia por el REα y menor con el REβ de las tres progestinas, a excepción de 3β,5α-GSD la 

cual muestra una tendencia similar para interactuar con ambos subtipos del RE (Escande et al., 2006; 
García –Becerra et al., 2006). 
Los resultados del sistema del doble híbrido reflejan una interacción intermolecular entre el amino y carboxilo 
terminal del RA requeridos para la transactivación completa del receptor inducida por las progestinas NET, 
LNG y GSD a sus correspondientes metabolitos reducidos en el anillo A. 
Con este estudio se demuestra que las progestinas NET, LNG y GSD poseen la capacidad de inducir los 
cambios conformacionales en el dominio de unión al ligando del RA necesarios para desencadenar 

actividades androgénicas, así como sus metabolitos 5α-reducidos correspondientes. Mediante esta técnica 

se corrobora una vez más que estas progestinas sintéticas siguen la misma conducta de biotransformación 
como que las hormonas naturales: Testosterona y Progesterona y adquieren mayor capacidad de 
interacción con el RA que las progestinas per se. 
Los resultados de este estudio pueden explicar ciertos efectos secundarios presentes, en la administración 
de dichas sustancias que comúnmente se usan en México y en todo el mundo como método anticonceptivo 
para la planificación familiar y como terapia hormonal en varios padecimientos. Los efectos adversos a los 
que están expuestas las personas se ven influenciadas por la biotransformación que sufren a compuestos 

dihidro-reducidos en la posición 5α y las propias progestinas. Estos poseen la capacidad de interactuar con 

el receptor de andrógenos y desencadenar un efecto biológico dependiente de la potencia. 
El mecanismo de acción de las progestinas y su efecto biológico está en función de la estructura química, su 
afinidad por el receptor a hormonas esteroides, su biotransformación, los cambios conformacionales que 
sufre el receptor al interactuar con el ligando y por lo tanto, el reclutamiento de coactivadores o 
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correpresores, cofactores que respondan a las hormonas esteroides y finalmente la dosis y la tasa 
metabólica (Cosimo et al., 1996; Graham et al., 2000; Nirdé et al., 2001; Shields-Botella et al., 2003; Hillish 
et al., 2003; Yin et al., 2003; Mundana et al., 2004; Bonsái-Machado et al., 2004; Attardi et al., 2004; Prifti et 

al., 2004; Death et al., 2004;; Dennis y O´Malley, 2005; Geserick et al., 2005; Hashimoto y Miyachi, 2005; 
Togashi et al., 2005). 
Los resultados generados con el uso de vectores reporteros en este trabajo se correlacionan con los 

resultados previamente publicados sobre los efectos biológicos de los metabolitos 5α-reducidos de las 

progestinas (Lemus et al., 1994; Enríquez, 1997). 
El sistema de vectores reporteros, que en este estudio se empleo el promotor MMTV que 
transcrpcionalmente controlado por hormonas estroides y en particular los glucocrticoides y las progestinas 
(Beato et al., 1996), en este diseño experimental funciono. Sin embargo, hay que mencionar que la 
complejidad de factores que intervienen en el proceso de activación-transcripción puede dar resultados 
falsos positivos que pueden alterar los resultados, pero con el sistema del doble híbrido que posee mayor 
sensibilidad para identificar propiedades agonistas y antagonistas de hormonas sintéticas y naturales, 
permitió elucidar su actividad biológica. Adicionalmente, de subrayar que es necesario probar promotores 
sintéticos que respondan a hormonas esteroides (en este caso para andrógenos) en líneas celulares blanco 
y no blanco. Adicionalmente, es necesario evaluar, el efecto biológico producido por cada progestina y sus 
metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos nuevamente con metodologías con alta sensibilidad para detectar 
efectos hormonales, (Colombo et al., 2006), apoyados por estudios de cristalografía de rayos X ( Hillisch et 
al., 2003; D´Ursi et al., 2005), en presencia de ligandos naturales y los sintéticos para poder determinar la 
selectividad del receptor o la capacidad de la progestina para unirse a cualquier receptor a hormonas 
esteroides desencadenado efectos hormonales o antihormonales. 
En cuanto al sistema del doble híbrido se recomienda probar más concentraciones fisiológicas que 
provoquen su ensamblaje por la interacción de las progestinas y sus metabolitos correspondientes. 
Adicionalmente de construir insertos con cofactores que regulen de manera positiva o negativa la 
transcripción de los genes blanco. 
Actualmente, se emplean metodologías más sofisticadas e innovadoras que permiten detectar con alta 
fidelidad la selectividad de la actividad agonista y/o antagonistas de diferentes ligandos de los receptores 
nucleares, incluyendo al receptor de andrógenos, una de ellas es la denominada FRET (fluorescence 

resonant energy transfer) que es una técnica que nos permite identificar nuevos ligandos agonistas para 
receptores esteroides (Zhou et al., 1998; De-Siddartha et al., 2005). 
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11. CONCLUSIONES 
 
 
Las progestinas sintéticas NET, GSD, LNG y sus metabolitos dihidro y tetrahidro-reducidos son capaces de 
activar al receptor de andrógenos, mediante la transactivación del vector reportero MMTV-LUC 
desencadenando la expresión génica andrógeno regulada.  
 

Noretisterona, Levonorgestrel y Gestodeno presentan efectos androgénicos al reducirse a compuestos 5α-

reducidos potenciando su efecto androgénico, siendo estos compuestos más androgénicos que las propias 
progestinas.  
 

Los efectos androgénicos que presentan estas progestinas y sus metabolitos 5α-reducidos es menor en 

comparación a DHT y T. 
 
Los metabolitos tetrahidro-reducidos pierden su capacidad para interactuar con el receptor de andrógenos 
debido a la doble reducción que sufre en el anillo A de la molécula, esto hace que disminuyan o anulen su 
afinidad por el receptor de andrógenos. 
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