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Resumen

RESUMEN

La Noretisterona (NET) es una progestina sintética derivada de la 19-
Nortestosterona, que ha sido utilizada en la mujer postmenopausica, como terapia
de reemplazo hormonal, con efectos benéficos sobre la remodelacion 6sea, ya
que ademas de detener la pérdida de la masa dsea, estimula la formacion de
hueso, efectos que son regulados por estrogenos. Sin embargo, aun cuando la
NET per se no es capaz de inducir efectos de tipo estrogénico, debido a que no
se une a los receptores de estrogenos (RE) y por su estructura quimica no se
puede aromatizar, es eficientemente bioconvertida en &rganos blanco, a
derivados reducidos en el anillo A, los cuales interactian con los receptores
intracelulares de estrogenos y expresan efectos bioldgicos de tipo estrogénico. En
un estudio previo, se demostré que el derivado 3p,5a-tetrahidro de NET, y en
menor proporcion el 3a,50- estimulan la proliferacion, diferenciacion y
mineralizacion de osteoblastos de calvaria de rata neonatal, de manera similar al
efecto inducido por el estradiol (E2). Estos hallazgos, sugieren que los efectos
benéficos de NET sobre la actividad de los osteoblastos podrian estar mediados

por sus productos de conversion metabdlica y su posterior interaccién con los RE.

La hipotesis que se plantea en esta tesis es que los osteoblastos de la calvaria de
la rata neonatal poseen las enzimas 5a-esteroide reductasa, 3a,50-
hidroxiesteroide deshidrogenasa y 3p,5a-hidroxiesteroide deshidrogenasa,
capaces de reconocer y utilizar a la NET como substrato y biotransformarla a
metabolitos reducidos en el anillo A, los cuales al interactuar con los receptores
intracelulares de estrégenos, serian los responsables de los efectos biolégicos de

tipo estrogénico que inducen la formacion de hueso.

Con el objetivo de demostrar la hipdtesis planteada, se estudio el destino
metabolico de NET en los osteoblastos de calvaria de rata, mantenidos en cultivo,
incubados con NET-[’H], en presencia y ausencia de finasteride, un inhibidor de
las 5a-esteroide reductasas. La separacién e identificacion de los productos de

conversion metabodlica de NET se realizé con el método de dilucién isotdpica
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Resumen

inversa. Los resultados demostraron que la NET es bioconvertida a sus
metabolitos 5a-NET, 30,50-NET y 38,5a-NET y que la presencia de finasteride,
inhibié la formacion de 5a-NET y consecuentemente de 3a,5a-NET y 33,5a-NET.

La capacidad de union de los derivados reducidos de NET con los receptores
intracelulares de estrégenos del citosol de los osteoblastos, se determind
mediante analisis de competencia utilizando E,-[°H] como radioligando. Los
resultados demostraron que mientras la NET y su derivado 50-NET fueron
incapaces de interactuar con los RE, los derivados 3p,50-NET y 3a,50-NET, se

unen con alta afinidad, de manera semejante a la observada con el E,.

Estos resultados en su conjunto confirman la hipotesis de trabajo planteada y
sugieren fuertemente que el mecanismo de accion a través del cual, NET ejerce
sus efectos sobre la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, involucra su
biotransformacion a metabolitos tetrahidro reducidos y su posterior interaccién con
RE.
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Summary

SUMMARY

Norethisterone (NET) is a synthetic 19-norprogestin, widely used in hormone
replacement formulations in postmenopausal women, taking advantage of its
beneficial effects on bone turnover. Indeed, NET not only prevents bone mineral
loss and reduces bone resorption but also stimulates bone formation, which are
an estrogen-mediated effects. The mechanisms of estrogen-like bone actions of
19-norprogestins are not fully understood, particularly since these synthetic
steroids neither interact with estrogen receptors (ER) nor undergo enzyme
mediated aromatization; however, NET is extensively bioconverted in target
organs to A ring reduced tetrahydro derivatives, which are selectively recognized
by the human ERa and are able to transactivate estrogen dependent genes in cell
expression systems. A recent study from our laboratory have presented evidence
that two non-phenolic NET derivatives, the 3B,5a- and the 3a,5a-tetrahydro NET
derivatives are capable to stimulate cell proliferation, differentiation and
mineralization in cultured osteoblasts from neonatal rat calvariae, strongly
suggesting that the beneficial bone effects of NET are mediated via its reduced

derivatives.

The working hypothesis of this research project establishes that cultured neonatal
rat osteoblasts possess 5a-steroid reductases, 3a,5a-hydroxysteroid
dehydrogenase and 3p,5a-hydroxysteroid dehydrogenase, capable to bioconvert
NET to its A-ring reduced tetrahydro derivatives, which bind to the ER and are

able to induce estrogen-like action in the bone cells.

To assess whether NET is bioconverted to its tetrahydro reduced derivatives in
bone cells, we studied the metabolism of [°H]-NET in cultured neonatal rat
osteoblasts, in the presence and absence of finasteride, a potent inhibitor of 5a-
steroid reductases. The identification of the NET metabolic conversion products
was done by the use of reverse isotope dilution technique. The results
demonstrated the NET was bioconverted to 5a-dihydroNET, 3a,50-NET and
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3B,50-NET, and that finasteride precluded the formation of 5a-dihydroNET and its

tetrahydro reduced metabolites.

The interaction of NET and its non-phenolic metabolites with ER was studied in
cytosol preparations of osteoblasts, by a competitive analysis, using [°H]-estradiol
as the radioligand. The results revealed that while NET and 5o-NET do not
interact with ER, the 33,50~ and 3a,5a-NET metabolites bind with high relative
affinity to the ER, in a manner similar to that observed with naturally occurring

estradiol.
The overall results confirm the working hypothesis, strongly suggesting that the

effects of NET on bone cells are mediated by its non-phenolic reduced metabolites

and their further interaction with ER.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

La investigacién cientifica asi como el desarrollo tecnoldgico en el area biomédica
en México en la ultima década, han contribuido a lograr un importante incremento
en la esperanza de vida al nacimiento. En los afios 30’s del siglo XX, los
mexicanos vivian un promedio de 33.9 afios (INEGI, 2004), razén por la cual las
enfermedades propias de la vejez no llegaron a constituir un problema de salud
publica. En los ultimos 50 afios en México, la expectativa de vida de las mujeres
se incrementd de 45 a 77.8 afos (INEGI, 2004) como resultado del
establecimiento y aplicacién de programas de salud materno-infantil por medio de
los cuales se ha logrado brindar a la mujer una mejor atencion médica durante el
embarazo y el puerperio, asi como disminuir la tasa de mortalidad infantil, al
prevenir enfermedades infecto-contagiosas mediante campafias de vacunacion,
higiene y nutricién. Sin embargo, como la edad (47.3 a 49 afios) en que se
presenta la menopausia no ha cambiado (Malacara y cols., 2002), las mujeres
pasaran un periodo prolongado de su vida activa en esta etapa, la cual podria

prolongarse por 30 afios 0 mas.

Datos estadisticos muestran que en México, la osteoporosis se presenta en una
de cada tres mujeres mayores de 45 afnos, lo cual representa aproximadamente el
16% de la poblacion (Murillo-Uribe y cols., 1999).

La menopausia se puede definir como el cese de la funcién ovarica, que se hace
evidente por la interrupcion natural de la menstruacion. Durante esta etapa la
mujer presentara cambios fisioldgicos como consecuencia de una deficiente
produccion de hormonas esteroides sexuales, principalmente de estrégenos, que
pueden derivar en diversos problemas de salud como son: trastornos del
sindrome  climatérico, enfermedades  cardiovasculares, aterosclerosis,
tromboembolismo profundo y aumento de lipidos en sangre (Writing Group for the
Women’'s Health Initiative Investigators, 2002), asi como a osteoporosis y
fragilidad 6sea, los cuales traen como consecuencia un incremento en el riesgo a
sufrir fracturas que incapacitan a la mujer en sus actividades e incluso pueden

llegar a causarle la muerte.
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La osteoporosis es una situacién patolégica que evoluciona en forma silenciosa
como resultado del desbalance entre la formacion y la reabsorcidon o resorcion
O0sea (Ralston, 2001; Tobias y cols., 2002), lo cual disminuye la dureza e
integridad del hueso y por tanto aumenta su porosidad. Este padecimiento que se
asocia en la menopausia a la falta de estrogenos, exhibe un incremento en la
resorcion 0sea, ocasionando una pérdida acelerada de la masa del hueso y un
deterioro de su microarquitectura (Nilas y Christiansen, 1987; Heaney y cols.,
1978).

El recambio de hueso viejo por hueso nuevo, conocido como proceso de
remodelacion 6sea, se lleva a cabo mediante la actividad acoplada de los
osteoclastos (células degradadoras de hueso) y los osteoblastos (células
formadoras de hueso), sobre una misma superficie 6sea. Cada ciclo de
remodelacion 6sea consta de dos fases: la de resorcion y la de formacion (Raisz,
2005). En la fase de resorcion, los osteoclastos generan un microambiente acido
y liberan enzimas que degradan la matriz 6sea, compuesta principalmente por
colagena e hidroxiapatita. Una vez que el proceso de reabsorcion ha terminado
los osteoclastos mueren por apoptosis. Durante la fase de formacién, los
osteoblastos rellenan con hueso nuevo la zona excavada por los osteoclastos,
depositando nueva colagena y matriz 6sea (Raisz, 2005) que posteriormente se
mineraliza. Cuando existe un buen balance entre la resorcion y la formacién, no
hay cambios en la masa del hueso, iniciandose un nuevo ciclo de remodelacién

en un periodo que puede ser de tres meses a dos anos.

Los estrégenos, y en particular el estradiol (E2), juegan un papel fundamental en
el mantenimiento de un buen balance entre la formacion y la resorcion 6sea asi
como en la conservacion de la masa del hueso (Lindsay y cols., 1976). El E>
incrementa la actividad celular osteoblastica al estimular la proliferacién,
diferenciacion y la mineralizacion en el proceso de formacion de hueso (Ernst y
cols., 1988; Masuyama y cols., 1992; Qu y cols., 1998), a lo cual se atribuyen los
beneficios del uso clinico de estrogenos naturales y sintéticos en el manejo de la

osteoporosis en la mujer postmenopausica.
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El éxito logrado con el uso de estrégenos para detener la pérdida del contenido
mineral, al disminuir la resorcion y restaurar la formacion de la masa 0sea,
confirma que la terapéutica a base de estrégenos es una eficiente estrategia
hormonal antiresortiva (Lindsay y cols., 1976; Riis y cols., 1987; Lindsay y cols.,
1990; Christiansen y Riis, 1990; Ettinger y cols., 1992; Tobias y Compston, 1999;
Bjarnason y cols., 2000; Khastgir y cols., 2001; Scholes y cols., 2002). Aun
cuando el mecanismo molecular a través del cual actuan los estrégenos no ha
sido completamente esclarecido, éstos podrian ejercer su accion en sitios
potenciales, como serian: 1) las células T, al estimular la produccién de citocinas,
2) células osteoblasticas (formadoras de hueso), alterando la produccion del
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL) o de
osteoprotegerina (OPG), 3) por inhibicion directa de los osteoclastos diferenciados
(células degradadoras de hueso) y 4) sobre los osteoblastos o los osteocitos
(células maduras derivadas de los osteoblastos), actuando directamente sobre la
formacion ésea, ampliando la respuesta a fuerzas mecanicas iniciadas por estas
células (Raisz, 2005).

Por otra parte, el E; puede también ejercer actividad anabdlica al incrementar la
actividad celular de los osteoblastos para la formacién de la masa ésea. Los
resultados de estudios in vitro, utilizando lineas celulares con fenotipo
osteoblastico (Masuyama y cols., 1992; lkegami y cols., 1994; Majeska y cols.,
1994) o cultivos primarios de osteoblastos humanos y de roedores (Ernst y cols.,
1988; Scheven y cols, 1992; Qu y cols., 1998), han demostrado que el E; es
capaz de estimular la proliferacion celular (Ernst y cols., 1988; Masuyama y cols.,
1992; Majeska y cols., 1994; Ikegami y cols., 1994), la sintesis de proteinas y de
enzimas de la matriz 6sea (Scheven y cols., 1992) e inducir el proceso de
mineralizacion (Qu y cols., 1998), a través de un mecanismo de accidon que
implica la interaccion del estradiol con los subtipos o y B del receptor intracelular
de estrégenos, identificados en osteosarcomas y osteoblastos humanos y de rata
(Eriksen y cols., 1988; Komm y cols., 1988; Arts y cols., 1997; Onoe y cols.,
1997).
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Un mayor sustento al efecto anabdlico del E; en el hueso, lo aportan los
resultados de estudios in vivo realizados en ratas ovariectomizadas, en las que la
administracién de altas dosis de E; fue capaz de inducir un notorio incremento de
la masa 6sea (Chow y cols., 1992; Tobias y Compston, 1999). Por otra parte, el
uso en mujeres postmenopausicas, de elevadas dosis de estrogenos, como
terapia de reemplazo hormonal, indujo también un importante incremento de la
masa osea (Vedi y cols., 1996; Vedi y Compston, 1996; Tobias y Compston, 1999;
Khastgir y cols., 2001).

Si bien, el papel de los estrogenos, tanto en modelos experimentales en animales,
como en mujeres postmenopausicas esta perfectamente estudiado (Chow y cols.,
1992; Khastgir y cols., 2001), la accién de la progesterona sobre el hueso ha sido
motivo de gran controversia. Aun cuando esta bien demostrado que el osteoblasto
posee las dos isoformas del receptor nuclear de progesterona, las cuales son
dependientes de estrogenos, (Mac Namara y Loughrey, 1998; Rickard y cols.,
2002), los resultados obtenidos en diversos estudios son contradictorios. Mientras
algunos experimentos realizados, tanto in vivo como in vitro, han demostrado que
la progesterona estimula la formacion de hueso (Barbagallo y cols., 1989;
Scheven y cols., 1992; Tremollieres y cols., 1992), otros reportan que este
esteroide, a dosis relativamente altas, inhibe la formacion de hueso en cultivos de
calvaria de rata fetal (Canalis y Raisz, 1978). Algunos grupos de investigacion han
reportado que en el modelo de rata ovariectomizada, la progesterona fue incapaz
de prevenir la perdida de masa ésea (Kalu y cols., 1991; Roux y cols., 1996;
Yamamoto y cols., 1998). En estudios clinicos, realizados en mujeres
postmenopausicas, se demostré que la progesterona no exhibié ningun efecto
sobre la pérdida del contenido mineral del hueso (Riis y cols., 1987; lkram y cols.,
1999).

Aun cuando los efectos benéficos del uso de estrogenos en el tratamiento de la
osteoporosis parecen incuestionables, la terapia de reemplazo hormonal con
estrogenos ha generado un gran debate debido a que existen datos clinicos que
sugieren que su administracién por periodos de tiempo prolongado, incrementa el

riesgo de desarrollo de carcinoma mamario o cérvico-uterino (Jick y cols., 1979;
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Writing Group for the Women’s Health Iniciative Investigators, 2002). Estas
observaciones han propiciado la busqueda de otras alternativas de terapia de
reemplazo hormonal, efectivas para el control y la prevencién de la osteoporosis,
pero sin riesgo para la salud de la mujer. Una de las estrategias terapéuticas que
se ha empleado con buenos resultados es el uso de progestinas sintéticas,
particularmente de las derivadas de la 19-nortestosterona como la Noretisterona
(NET), una progestina ampliamente utilizada en formulaciones hormonales
anticonceptivas. Un numero importante de estudios clinicos ha demostrado que la
administracion de NET a la mujer postmenopausica, resulta benéfica para detener
la pérdida del contenido mineral e incrementar la densidad de la masa Osea
(Lindsay y cols., 1978, Abdalla y cols., 1985, Christiansen y cols., 1985, Selby y
cols., 1985; Christiansen y Riis, 1990; Horowitz y cols., 1993; Scopacasa y cols.,
1999; Delmas y cols., 2000). Sin embargo, el mecanismo de accién a nivel
molecular, por medio del cual la NET ejerce su accién sobre el hueso, no ha sido
esclarecido.
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2. ANTECEDENTES

Las progestinas sintéticas, son compuestos esteroides que poseen efectos
biolégicos de tipo progestacional, que son utilizados como agentes
anticonceptivos por un gran numero de mujeres, debido a su capacidad para
bloguear la ovulacion mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa a
nivel de hipotadlamo e hipdfisis, que inhibe la sintesis y secrecion de las hormonas
gonadotroficas. Las modificaciones estructurales en las moléculas de estos
compuestos, ademas de que les han conferido mayor actividad progestacional,
han inducido la expresion de efectos bioldgicos de tipo estrogénico, androgénico,

glucocorticoide e incluso efectos antihormonales.

Dentro de las progestinas mas empleadas en la terapia anticonceptiva y de
reemplazo hormonal, se encuentran las que derivan de la 19-nortestosterona (19-
nor), un esteroide relacionado estructuralmente con la testosterona, de la cual
difiere por la ausencia del metilo angular en el carbon 19. En este grupo se
encuentra la Noretisterona (NET), progestina con potente actividad

progestacional.

La NET es la primera progestina activa por via oral que se sintetizé en México por
los investigadores Carl Djerassi, Luis E. Miramontes y George Rosenkranz, hace
mas de 50 afos, en los laboratorios Syntex de México (Djerassi y cols., 1952) y
desde entonces ha sido usada en diferentes formulaciones anticonceptivas y en
la terapia de reemplazo hormonal. Esta progestina sintética, ademas de su efecto
progestacional, es capaz de ejercer diversos efectos hormonales. Nuestro grupo
de investigacion ha demostrado en estudios in vitro, que la NET se biotransforma
en 6rganos hormono-sensibles y hormono-dependientes a metabolitos neutros
reducidos en el anillo A de la molécula, como 5a-dihidroNET (5a-NET), 3a,5a-
tretrahidro-NET (3a,50-NET) y 3B,5a-tetrahidroNET (33,5a-NET) (Larrea y cols.,

1987), los cuales interactuan de manera especifica con los diferentes receptores
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intracelulares de hormonas esteroides sexuales (Chavez y cols., 1985) e inducen

diversos efectos bioldgicos.

Los estudios de interaccion de los metabolitos 30,50-NET y 33,50-NET con los
receptores intracelulares de esteroides muestran que el derivado 33,5a-NET, y en
menor proporcion el 3a,5a-NET, interactuan con alta afinidad con los receptores
intracelulares de estrogenos (Chavez y cols., 1985; Larrea y cols., 2001). La
expresion de sus efectos bioldgicos de tipo estrogénico se demostré por su
capacidad para inducir receptores de progesterona estrégeno-dependientes en la
hipdéfisis anterior de ratas hembras castradas (Vilchis y cols., 1986), por el hecho
de restablecer la conducta sexual masculina en las ratas macho adultas
castradas, al ser administrados en combinacién con dihidrotestosterona (Morali y
cols., 1990) y por la capacidad de transactivacion de genes estrégeno-

dependientes, en sistemas de expresién celular (Larrea y cols., 2001).

Los resultados de diversos estudios clinicos, demostraron que la administracion
de NET a mujeres postmenopausicas fue capaz de estimular el aumento de la
densidad de la masa 6sea, disminuyendo el recambio del hueso (Abdalla y cols.,
1985; Christiansen y cols., 1985; Selby y cols., 1985; Horowitz y cols., 1993;
Scopacasa y cols., 1999; Delmas y cols., 2000). Aun cuando el mecanismo de
accion por el cual NET ejerce sus efectos sobre el hueso no se ha esclarecido, es
muy posible que sus efectos para estimular la masa désea sean de tipo
estrogénico, inducidos por sus derivados no aromaticos, producto de la
conversidn metabdlica después de su administracion, ya que la NET per se es
incapaz de unirse a los receptores intracelulares de estrégenos (Chavez y cols.,
1985), y por su estructura quimica (19-nor) no puede ser aromatizada

enzimaticamente (Gual y cols., 1962; Breuer, 1970).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion se interesoé en estudiar los efectos
de concentraciones crecientes de E;, P4, NET y sus derivados reducidos en el
anillo A, sobre la proliferacion, diferenciacion y mineralizacion de osteoblastos de

calvaria de rata recién nacida, mantenidos en cultivo. Los resultados obtenidos
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demuestran que el E;, fue el esteroide de mayor actividad sobre los parametros
estudiados, a diferencia de la P4 que fue completamente inactiva y que la NET,
unicamente a las concentraciones mas altas y por tiempos prolongados, indujo
efectos débiles sobre los osteoblastos. Por otra parte, los metabolitos tetrahidro
reducidos de NET, 3a,50-NET y 33,50-NET, aun a las mas bajas concentraciones
y desde los tiempos mas cortos, son capaces de incrementar significativamente la
actividad osteoblastica en forma semejante a como lo hace el estradiol, solo que
con menor potencia (Enriquez y cols., 2006). Estos resultados sugieren
fuertemente que los efectos benéficos de NET en el tratamiento de la
osteoporosis en mujeres postmenopausicas, no son efectos progestacionales,
sino efectos de tipo estrogénico, mediados por los metabolitos tetrahidro

reducidos, producto de su conversién metabdlica.

Aun cuando algunos estudios bioquimicos en osteoblastos han demostrado la
presencia de actividad de S5Sa-esteroide reductasa (Issa y cols 2002) y 3ao-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (Vittek y cols., 1974), asi como la presencia de
receptores intracelulares de estrégenos, la capacidad enzimatica de los
osteoblastos para reconocer y utilizar a la molécula de NET como substrato y
biotransformarla a sus derivados 3a,5a- y 3p,5a-tetrahidro reducidos, asi como la
interaccién de estos metabolitos con los receptores de estrogenos presentes en el
osteoblasto, no se ha demostrado.
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3. JUSTIFICACION

El uso de Noretisterona, en la terapia de reemplazo hormonal, para el control y la
prevencion de la osteoporosis en mujeres postmenopausicas ha resultado ser una
estrategia exitosa. Sin embargo, se desconoce el mecanismo de accion por el
cual esta progestina ejerce sus efectos sobre la funcién de los osteoblastos. Aun
cuando los resultados de estudios realizados por nuestro grupo de investigacion
sugieren que la Noretisterona ejerce sus efectos sobre la actividad osteoblastica
a través de sus derivados reducidos en el anillo A, es relevante demostrar la
capacidad enzimatica del osteoblasto para reconocer y utilizar como substrato a la
Noretisterona y biotransformarla a sus derivados 3a,50,-tetrahidro y 3p,5a,-
tetrahidro, asi como la interaccion de estos metabolitos con los receptores

intracelulares de estrégenos.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Demostrar la capacidad enzimatica de los osteoblastos de calvaria de la rata
recién nacida mantenidos en cultivo, para biotransformar Noretisterona marcada
isotépicamente, a sus metabolitos reducidos en el anillo A, asi como determinar
en el citosol de los osteblastos, la interaccion de estos metabolitos con los

receptores intracelulares de estrogenos.

4.2 PARTICULARES

1.- Estudiar el metabolismo in vitro de Noretisterona-[°H], en cultivos primarios de
células osteoblasticas, empleando el método de dilucidn isotdpica inversa.

2.- Evaluar la interaccion de Noretisterona y de sus derivados reducidos en el

anillo A, con los receptores intracelulares de estrogenos de los osteoblastos,

mediante analisis de competencia, utilizando Estradiol-[sH] como radioligando.

5. HIPOTESIS

La célula osteoblastica de la calvaria de la rata recién nacida, posee las enzimas
5a-esteroide reductasa, 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa y 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, capaces de reconocer y utilizar a la Noretisterona como
substrato y bioconvertirla a sus metabolitos 5a-dihidro Noretisterona, 3a,5a-
tetrahidro Noretisterona y 3f3,5a-tetrahidro Noretisterona, los cuales, al interactuar
con los receptores intracelulares de estrégenos, serian los responsables de los

efectos bioldgicos de tipo estrogénico, que inducen la formacion de hueso.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material Biolégico

Las ratas hembra de la cepa Wistar de 1 a 3 dias de edad, fueron proporcionadas
por el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran. Todos los procedimientos en los que se emplearon animales de
laboratorio se realizaron de acuerdo a los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana, de especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-ZO00-1999) y la aprobaciéon del Comité de

Etica para la Investigacion del mismo Instituto.

6.2 Material Radiactivo

La Noretisterona-6,7-[*H] (NET-[’H]), con actividad especifica (a.e.) de 55
Ci/mmola, se obtuvo de Schering AG, (Berlin, Alemania) y la Testosterona-4-['*C]
(T-['*C]) con a.e. de 50 mCi/mmola, se obtuvo de American Radiolabeled
Chemicals, Inc. (St. Louis, MO). El Estradiol-2,4,6,7,16,17-[3H] (E2-[3H]), con a. e.
157Ci/mmola, se obtuvo de Amersham Biosciences, (Inglaterra). La pureza
radioquimica de los esteroides radiactivos se establecié por cromatografia de
particion en papel, en dos sistemas de diferente polaridad y por cristalizaciones
sucesivas de alicuotas, adicionadas del correspondiente esteroide radioinerte,

hasta la obtencion de la actividad especifica constante.

6.3 Esteroides Radioinertes

Los esteroides radioinertes Estradiol (E2), Testosterona (T), 5a-
Dihidrotestosterona (5a-DHT), 3a,5a-tetrahidro T (3a,5a-T) y 3p,5a-tetrahidro T
(3B,50-T) se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La NET fue
proporcionada amablemente por Schering Mexicana S. A. de C. V. (Ciudad de

México). La pureza quimica de cada uno de los esteroides se determind, después
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de cristalizaciones sucesivas en disolventes apropiados, por medio de su
movilidad cromatografica en placa fina y por sus constantes fisicoquimicas como
el punto de fusion, el andlisis del espectro de infrarrojo y por resonancia
magnética nuclear. El Finasteride, inhibidor esteroidal de la 5a-esteroide

reductasa, fue obtenido de Merck Sharp & Domhe, México.

Los derivados reducidos de NET: 5a-DihidroNET (5a-NET), 3a,5a-tetrahidroNET
(3a,50-NET) y 3B,5a-tetrahidroNET (33,50-NET) no se encuentran disponibles en
forma comercial por lo se sintetizaron en la Facultad de Quimica de la UNAM, en
colaboracién con el Dr. Gustavo A. Garcia de la Mora, de acuerdo al método de
Bowers y cols. (1958), modificado por Garcia de la Mora (1985). El derivado 5a-
dihidroNET se sintetizé a partir de la reduccion de NET con una mezcla de litio y
amoniaco de acuerdo al método descrito por Bowers y cols. (1958). Los derivados
3B,50- y 3a,5a-tetrahidro de NET se obtuvieron por la reduccion del 5a-
dihidroNET con borohidruro de sodio, obteniendo como producto final una mezcla
de ambos epimeros, los cuales se separaron por cromatografia de flash, en un
sistema de acetato de etilo:hexano (3:7 v/v). La pureza quimica de los derivados
de NET, fue determinada después de su cristalizacion, por el punto de fusién,
comportamiento cromatografico en HPLC y por resonancia magnética nuclear.
Las constantes fisicas y espectroscopicas de los derivados reducidos de la NET

fueron las siguientes:

5a-NET [p.f. = 225°C; [a]o (CHCI3)= -5.5°], H-NMR (CDCI3)3: 2.57 ppm (s1H) y
0.9 ppm (3, 3H).

3B,50-NET [p. f.= 191°C; [a]po (CHCI3)= —-25°], H-NMR (CDCl3)5: 3.45 ppm (bm,
1H, C3-H); 2.77 ppm (s, 1H); 0.82 ppm (s, 3H).

30,5a-NET [p. f.= 117 °C; [a]o (CHCI3)= —-1.56 °], H-NMR (CDCI5)3: 3.98 ppm (m,
1H, CHs); 2.6 ppm (s, 1H); 0.88 ppm (s, 3H).
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6.4 Medio de Incubacion

El medio de incubacion DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco Life
Technologies NY, EUA), libre de rojo de fenol, se adicion6 con 3.7 g de
bicarbonato de sodio, se ajusté el pH a 7.4, se esterilizdé por filtracion en un
dispositivo de filtrado con poro de 0.22 um (Corning, NY, EUA) y se mantuvo a 4°
C hasta el inicio del cultivo de los osteoblastos. Al tiempo de realizar la incubacion
se le agregaron aminoacidos no esenciales a una concentraciéon de 100 uM,
piruvato de sodio a 100 uM y una solucién que contiene antibiéticos y un agente
antimicético (100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 250 ng/ml de
anfotericina B) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EUA) asi como suero de bovino
fetal (SBFC) al 10%, previamente tratado con una suspension de 2.5 g de carbon

activado / 0.25 g de dextran T-70, para adsorber los esteroides enddgenos.

6.5 Colagenasa tipo Il

La colagenasa tipo Il (Biochemical Corporation, Lakewood, NJ) se preparé al 0.3
% en DMEM, se esterilizd por filtracion sobre una membrana con poro de 0.22 pym
y se almacendé en congelacién hasta el momento de realizar la digestion

enzimatica de los parietales de las ratas para el aislamiento de los osteoblastos.

6.6. Obtencion y Cultivo Primario de Osteoblastos

Las ratas hembras de la cepa Wistar se decapitaron bajo condiciones asépticas,
se disecaron cuidadosamente los parietales que se limpiaron perfectamente para
eliminar sangre y tejidos blandos y se seccionaron en pequefios fragmentos de
aproximadamente 1 mm? para proceder al aislamiento de los osteoblastos,
mediante el método descrito por Wong y Cohn, (1974). Brevemente: los
fragmentos de tejido 6seo se incubaron en una solucién al 0.3% de colagenasa
tipo 1I, durante 10 minutos a 37°C en un incubador Napco®, modelo 4100 con

ambiente controlado, con una atmésfera humeda de 5% de CO, en aire. Al
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finalizar el periodo de incubacion, las células disgregadas y suspendidas en la
solucion de colagenasa, se retiraron cuidadosamente para ser descartadas por su
contenido predominante de fibroblastos. Los fragmentos de los parietales
nuevamente se incubaron en la solucion de colagenasa durante 30 minutos a
37°C, con agitaciones suaves cada cinco minutos y las células aisladas de esta
segunda digestion enzimatica se transfirieron a un tubo conico estéril. El
procedimiento de digestion enzimatica de los fragmentos de los parietales se
repitid cuatro veces consecutivas. La suspension de células resultante de la 22, 32,
42 y 5% digestion se tratd con un volumen igual de DMEM suplementado con 10%
de SBF para inactivar a la colagenasa. Las suspension de las células se
centrifugd a 286 g durante 5 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante
(colagenasa inactivada) se deseché. El boton celular formado se resuspendié en
un volumen adecuado de DMEM suplementado con 10% de SBF, aminoacidos no
esenciales a una concentracion de 100 uM, piruvato de sodio a 100 uM vy la
solucion acuosa que contenia la mezcla de antibidticos y antimicético. El fenotipo
de estas células fue previamente determinado por nuestro grupo de trabajo,
mediante la presencia de osteocalcina (OC) y por la actividad de fosfatasa
alcalina (FA). De la suspension celular se tomaron alicuotas de 10 pl y se
depositaron en una camara de Neubauer para determinar al microscopio el
ndmero total de células. Se sembraron 6 x 10° células en botellas para cultivo con
una superficie de 75 cm® y se mantuvieron en un incubador con atmoésfera
humeda de 5% de CO, en aire, a 37°C, hasta alcanzar la confluencia.
Posteriormente, las células se cosecharon con una solucion de tripsina al 0.25% y
1 mM de EDTA, se centrifugaron a 286 g durante cinco minutos, se desecho el
sobrenadante y el boton celular se resuspendié en el medio de cultivo y se
sembraron bajo las condiciones experimentales requeridas para realizar los

estudios de metabolismo o de interaccion con los receptores de estrogenos.
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6.7. Estudios de Metabolismo In Vitro
6.7.1 Preparacion de los Cultivos de Osteoblastos

Los osteoblastos se sembraron a una densidad de 2 x 10° células por caja de Petri
de 100 mm? en DMEM suplementado con 10% de SBF, aminoacidos no
esenciales, piruvato de sodio y la solucion de antibidticos y antimicético y se
mantuvieron en el incubador durante 24 horas, en una atmosfera humeda de 5%
de CO; en aire a 37°C para permitir la adhesion celular. Al término de este
periodo de tiempo, el medio de los cultivos de los osteoblastos se retir6 y se
reemplazé por DMEM suplementado con 5% de SBFC y se incubaron por 24

horas adicionales.
6.7.2 Incubacién del Cultivo Primario de Osteoblastos con NET-[*H]

Al término de las 24 horas de incubacion, el medio de los cultivos se retird y se
reemplazé por DMEM suplementado con 5% de SBFC, aminoacidos no
esenciales, antibiéticos y antimicético y NET-[’H] a una concentracién de 2 pM y
se incubaron durante 24 y 48 horas. Como controles positivos del experimento se
utilizaron cultivos de osteoblastos incubados con T-["C] a una concentracion de 2
MM, ya que la T es el substrato natural de las enzimas 5a -esteroide reductasa y
3o~ y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasas y sirvid para validar el modelo
experimental, para realizar los experimentos del metabolismo de NET-[*H].
Adicionalmente se realizaron incubaciones en presencia de Finasteride, un
inhibidor de la 5a-esteroide reductasa. Incubaciones de NET-[’H] y T-['“C] en
ausencia de osteoblastos se emplearon como controles negativos. La
determinacion de proteinas se realizd en cultivos de osteoblastos mantenidos
Unicamente con el medio en el que se incorporaron los esteroides radiactivos,
utilizando el método de Bradford (1976). La actividad enzimatica de los cultivos de
osteoblastos, al término de la incubacion, se detuvo al colocar las cajas de cultivo

sobre hielo (4°C). Los osteoblastos se desprendieron de las cajas con la ayuda de
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un gendarme, se transfirieron a tubos conicos y se procedio a la extraccién de los

esteroides formados.

6.7.3 Extraccion de los Metabolitos formados durante la Incubacion

Para la extraccion de los metabolitos, del medio acuoso de incubacién, se
adicionaron a los tubos que contienen las células, 30 ml de acetato de etilo
(EtOACc) saturado con agua y se agitaron vigorosamente en un vortex para lograr
mecanicamente la ruptura de las células. La separacion del EtOAc (fase organica)
de la fase acuosa, se logré por centrifugacién a 800 g durante 10 minutos, a 4°C.
La fase organica se recolectd en un matraz de fondo redondo y el proceso se
repitié dos veces. Las fases organicas recolectadas se evaporaron a sequedad en
un evaporador rotatorio con vacio (Buchi, tipo KRvr 65/45, Suiza). Para
determinar la eficiencia del proceso de extraccidon, los extractos organicos se
disolvieron en metanol, se tomaron alicuotas representativas para medir el
contenido de *H 6 "C, en un espectrometro de centelleo liquido Packard Tricab
(Modelo 1900TR). La eficiencia de conteo fue de 65% para [°H] y de 86% para
['“C] y en todas las muestras se corrigié el fenémeno de “quenching” con el

método de estandarizacion externa.

Al extracto organico, se le agregaron como “carriers” (esteroides radioinertes que
al incrementar la masa de los compuestos radiactivos formados, permitan su
visualizacion por medios fisicos, como la absorcion de luz ultravioleta, o por la
formacion de complejos coloridos, con reactivos especificos), 10 ug de cada uno
de los siguientes esteroides: testosterona, dihidrotestosterona, 3a,5a-tetrahidro T
y 3B,50-tetrahidro T para los experimentos en que se utilizo la T-['*C] como
substrato, o bien 10 ug de NET, 5a-NET, 3a,5a-NET y 3B,50-NET, para las

incubaciones con NET-[H].
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6.7.4 Separacion e ldentificacion de los Metabolitos

La separacion, purificacion e identificacion de los productos de la conversiéon
metabdlica de la NET-’H] y de T-["*C], se realizé6 por el método de dilucion
isotépica inversa (Lemus y cols., 1992), mediante la determinacién de la
movilidad cromatografica en placa fina de silica gel, en los sistemas
cloroformo/acetona 9:1 y benceno/acetato de etilo 2:1. Los esteroides utilizados
como referencias, se localizaron en la placa con el reactivo compuesto por 100 ml
de &cido acético glacial, 2 ml de acido sulfurico concentrado y 1 ml de p-
anisaldehido y exposicién a calor a 150°C durante 3 minutos. La deteccion de los
esteroides marcados con ™C en las placas de cromatografia se realizé mediante
un analizador de imagenes Packard Instant Imager (Pakard Downers Grove, IL,
EUA), mientras que los marcados con °H se ubicaron de acuerdo a la movilidad
de los esteroides de referencia. Las zonas del cromatograma, correspondientes a
cada uno de los esteroides formados, se cortaron y eluyeron con metanol en
tubos especiales de vidrio con bajo contenido de “°K, se les adicioné la solucién
de centelleo preparada con 4 g de 2,5-difenil oxazol (PPO) y 100 mg de 1,4-bis-
2(4-metil-5-fenil-oxazolil) benceno (dimetil POPOP) por litro de tolueno de grado

de centelleo y se contaron en el espectrometro de centelleo liquido.

La pureza radioquimica de los metabolitos formados se determind por
cristalizaciones en diferentes solventes organicos, hasta que la a.e. permanecié
constante en por lo menos dos cristalizaciones sucesivas y fue idéntica en

cristales y aguas madres.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados de la
bioconversion enzimatica se expresan como el porciento de bioconversion de

NET y T, en sus metabolitos reducidos en el anillo A.
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6.8 Interaccion de NET y sus metabolitos 5a-reducidos con los receptores

intracelulares de estrégenos

6.8.1 Obtencion del citosol de osteoblastos

Para la obtencion del citosol (fraccidén soluble) de los osteoblastos, se emplearon
1 197 millones de células. A los cultivos de osteoblastos se les retird el medio y se
reemplazé por medio nuevo suplementado con 10% de SBF previamente tratado
con una suspension de carbdén activado y dextran T-70 para adsorber los
esteroides endégenos (SBFC) y se incubaron a 37°C en una atmésfera humeda
de 5% de CO; en aire, durante 24 horas. Al término del tiempo, el medio se
reemplazé con DMEM suplementado con 5% de SBFC y se incubaron por 24
horas mas. Tres horas antes de obtener el citosol de los osteoblastos, al cultivo se
le adicion6 DMEM suplementado con aminoacidos no esenciales a la
concentracién de 100 pM, piruvato de sodio a 100 uM y la solucion acuosa de
antibidticos y antimicotico. Transcurrido este periodo, las células se cosecharon
con una solucion de tripsina al 0.25% y EDTA 1 mM, se centrifugaron a 286 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante se desecho y el
botén celular se resuspendid en un volumen adecuado de buffer TDELM,
constituido por buffer Tris-HCI a la concentracion de 20 mM y pH de 7.4, al que se
le adicion6é EDTA 1.5 mM, ditiotreitol 0.25 mM, molibdato de sodio 10 mM y 10
mg/ml de leupeptina y se sonicaron durante 2:30 minutos a intervalos de, 30
segundos de sonicacion por 30 segundos de reposo, en hielo. Posteriormente, el
lisado celular se ultracentrifugé a 160 070 g en una ultracentrifuga Beckman,
modelo XL-90 (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA) durante una hora a 4°C,
empleando un rotor Beckman SW 40 Ti. El citosol (sobrenadante) obtenido
después de la ultracentrifugacidon contiene los receptores de estrégenos con los
que se realizaron los estudios. Se tomaron alicuotas del citosol para determinar el

contenido de proteinas por el método de Bradford (1976).
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6.8.2 Curva de Saturacion

Las caracteristicas de union al equilibrio del E2-[*H] (radioligando especifico) a los
receptores intracelulares de estrogenos del citosol de osteoblastos se verificaron

por medio de una curva de saturacion.

Se tomaron alicuotas de 100 ul citosol con una concentracion de proteinas de 160
g y se incubaron durante 18 horas a 4°C, con E»-[*H] a una concentracién de 1.0
nM en presencia de concentraciones crecientes de estradiol (1.0, 1.5, 2.0, 25y
3.0 nM) en un volumen final de incubacion de 1 ml. Al término de la incubacion, el
complejo estradiol-receptor (E,-RE) se separd del estradiol libre (E2) con una
suspension de carbén activado y dextran T-70 en buffer TEDLM (800 ul / tubo),
con agitacion continua durante un minuto, a 4°C y centrifugaciéon a 800 g por 10
minutos a 4°C. Del sobrenadante obtenido, que contiene el Ex-RE, se tomaron
alicuotas para determinar el contenido de [°H] en el espectrémetro de centelleo
liquido, empleando Aqueous Counting Scitillant® (Amersham Corporation,
Arlington Heights, IL USA) como solucion de centelleo. La correccion del factor del
“‘quenching” se realizé automaticamente con un estandar externo. La union total
del E,-[°H] unido al receptor, expresada en nmolas/ml, se calculé con base a

la actividad especifica del radioligando.

6.8.3 Determinacion de la constante aparente de disociacion (Ky) y del numero de
sitios de union (NSU) de los receptores intracelulares de estrogenos del citosol de

osteoblastos

La Kq y el NSU se obtuvieron al representar en la forma descrita por Scatchard
(1949), los resultados obtenidos de la curva de saturacion. La grafica de
Scatchard se aplica a un sistema saturable de interaccion entre proteinas y
ligandos especificos, que en este caso serian los receptores intracelulares de
estrogenos y las moléculas de E,-[*H], respectivamente. Si se toma en
consideracion que en el modelo de “ligando-receptor” empleado, existen otras

proteinas que pueden unir en forma no especifica grandes concentraciones del
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ligando, la manera de determinar la concentracion real del esteroide, capaz de
saturar al sistema, es a través de la determinacion del NSU que se obtiene al
graficar la relacion de la concentracion molar del radioligando unido al receptor
(U) entre la concentracion molar del esteroide libre (L), contra la concentracion
molar del esteroide unido al receptor (U). El valor obtenido del intercepto de la
recta con el eje de las abscisas, multiplicado por el numero de Avogadro
(6.02x10%* moléculas/mol), representa el nimero de sitios de unién, el cual se
expresa en nmolas/mg de proteina presente en las preparaciones de citosol del

osteoblasto que se empled como fuente de receptores de estrégenos.

El cociente que se obtiene al dividir el valor del intercepto de la recta con el eje de
las ordenadas, entre el valor del intercepto con el eje de las abscisas,
corresponde a la constante de asociacion (K,) y su reciproca (1/K;) es la

constante de disociacion (Kg), 1a cual se expresa en concentracion molar.

6.8.4 Analisis de competencia de NET y metabolitos 5a-reducidos, por los sitios

de unién de los receptores de estrégenos unidos a Ex-[°H]

La capacidad de la Noretisterona y de sus metabolitos reducidos en el anillo A,
para unirse a los receptores de estrégenos, se determind mediante competencia
por los sitios de unidén del receptor de estrégenos del citosol de los cultivos

primarios de osteoblastos, utilizando E,-[°H] como radioligando especifico.

Se incubaron en tubos de vidrio, alicuotas de 100 pl del citosol de los osteoblastos
con un contenido de proteina de 160 g y E2>-[*H] a la concentracién de 0.25 nM, a
4°C durante 18 horas, en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de
0.25, 0.5, 0.75, y 1.0 nM de los esteroides radioinertes: estradiol (Ejy),
Noretisterona (NET), 5a-dihidro noretisterona (5a-NET), 3a,50-tetrahidro
noretisterona (3a,5a-NET), 3pB,5a-tetrahidro noretisterona (3p,5a-NET) y
Dexametasona (Dmx). Al término de la incubacién, la separacién de los
esteroides unidos a los receptores de estrogenos, de aquellos que no se unieron,

se realizd por adsorcion con la suspension de carbén/dextran, con agitacion
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suave durante un minuto, a 4°C. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 800
g durante 10 minutos. Al término de la centrifugacion y para determinar el
contenido de [°H] en las muestras, se tomaron alicuotas de 100 pl por triplicado
del sobrenadante que contiene el E,-[*H] unido al receptor y se contaron en el
espectrometro de centelleo liquido. La cantidad de [°H], expresada en dpm, del E,
radiactivo unido al receptor de estrogenos (RE) en ausencia de E; radioinerte, se
consideré como el 100% de la unién. La capacidad de los derivados reducidos en
el anillo A de la NET y la Dmx para competir con el Eo-[°H] por los sitios de unién
de los RE se establecidé por la afinidad de unién relativa (AUR) y la constate de
inhibicion al 50% (Kisg), de acuerdo a los métodos descritos por Reel y cols., 1979

y por Cheng y Prusoff, 1973, respectivamente.
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7. RESULTADOS

7.1 Formacién in vitro de metabolitos 5o-reducidos de NET-*H] en

osteoblastos de calvaria de rata, mantenidos en cultivo.

La capacidad de los osteoblastos aislados de la calvaria de rata recién nacida,
para biotransformar NET en sus metabolitos reducidos 50-NET, 30,50-NET y
3B,50-NET, se estudio incubando NET-[°H] a la concentracién de 2 uM, pH de 7.4
y a 37°C, durante 24 y 48 horas.

Después de la extraccion repetida con EtOAc, del medio acuoso de incubacién, el
96% del material radiactivo incubado se recuper6 en la fraccion organica. El
analisis de la placa fina, después de la cromatografia de los extractos organicos
de las incubaciones realizadas tanto a 24 como a 48 h, mostré la presencia de
cuatro zonas radiactivas de diferente polaridad. La zona 1, que fue la de mayor
polaridad, con un Rr de 0.38, correspondid exactamente con el “carrier” de 3f3,5a-
NET. La zona 2 mostré movilidad cromatogréafica idéntica a la del “carrier” de
30,50-NET, con un Rr de 0.43. La zona 3, que exhibié un Rr de 0.46, fue
identificada, por su comportamiento cromatografico, como Noretisterona y
representa el substrato radiactivo no metabolizado. La zona 4 fue la zona

radiactiva de menor polaridad, con un Rr de 0.61 idéntico al “carrier” de 5a-NET.

La determinacién del contenido de [°H] en cada una de las zonas identificadas,
permitié conocer la eficiencia de bioconversién de NET, a sus metabolitos 5a-

reducidos.

Como puede apreciarse en la Figura 1, el 3a,5a-NET representé el mayor
producto de conversion metabdlica de la NET-[>H], en los dos tiempos estudiados
y su formacién fue dependiente del tiempo de incubacion. El porciento de
bioconversion fue del 13.8% a las 24 h de incubacion y del 20.7% cuando el

tiempo se prolongd a 48 h.
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La bioconversién de NET en el tetrahidro 33,5a-NET, al igual que el epimero 3a,
se incrementd en funcion del tiempo de incubacion, siendo de 8.5% alas 24 hy
de 11.2% al incubar durante 48 h. Sin embargo, como puede observarse, su

formacion fue menor que la del 3a,5a-NET.

La zona correspondiente a 5a-NET fue la que exhibié el menor contenido de [°H]
y, a diferencia de los tetrahidros, la formaciéon a 48 h fue menor (1.7%) que la
observada a las 24 h (6.8%).
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Figura 1. Formacién de 5a-NET, 3a,5a-NET y 3B,50-NET, en las incubaciones de osteoblastos
con NET-[3H] realizadas a diferentes tiempos. Los resultados representan el promedio de 5
experimentos realizados por triplicado.
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Los resultados de los experimentos realizados en presencia de Finasteride
(1mM), se muestran en la Fig. 2. La adicion del Finasteride inhibié completamente

la biotransformacion de NET en 5a-dihidroNET y consecuentemente la formacion

de los tetrahidros 3a,50- y 33,50-NET.
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Figura 2. Inhibicién de la formacién de derivados 5a-reducidos de NET por Finasteride. La
formacién de metabolitos de NET, reducidos en el anillo A, fue bloqueada a los dos tiempos
estudiados, por la accion del Finasteride. Los resultados representan el promedio de 5
experimentos realizados por triplicado.

7.2 Biotransformacion de Testosterona-[**C] en osteoblastos de calvaria de

rata, mantenidos en cultivo.

La cromatografia de los extractos organicos de las incubaciones de los
osteoblastos con T-["*C] mostré la presencia de cuatro zonas radiactivas con
diferente movilidad cromatogréfica (Fig. 3). La zona 1 (Rg 0.28), que representa el
mayor producto de la conversion metabdlica de T, correspondié en movilidad

cromatografica a las referencias y “carriers” del 3a,5a-tetrahidroT (3a,5a-T) y del
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3B,5a-tetrahidroT (3B,50-T), los cuales no se separan cromatograficamente
debido a que poseen una estructura quimica idéntica, difiriendo Unicamente en la
orientacion del grupo hidroxilo del C-3. La estrategia que se sigui6 para establecer
la cantidad formada de cada tetrahidro, fue mediante la cristalizacion de dos
alicuotas con idéntico contenido de ['*C], a las que se les agregaron 10 mg de
30,50-T 6 10 mg de 3B,5a-T radioinertes. El proceso de cristalizacion se realizé
repetidas veces hasta que la actividad especifica permanecié constante en por lo

menos dos cristalizaciones sucesivas y fue idéntica en cristales y aguas madre.

 Testosterona

i 30,50-T y 3B,50-T

" Linea de Aplicacion

Control ' 24h  48h

Figura 3. Perfil cromatografico representativo, donde se observa la localizacion de los productos
de la conversion metabdlica de la T-[”C] en osteoblatos. Alicuotas de los extractos orgéanicos
fueron cromatografiados en placa fina. Las zonas radiactivas detectadas se describen de acuerdo
a la polaridad creciente de su movilidad cromatografica.
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La zona 2, con movilidad cromatografica idéntica a la T con Rf de 0.34,
correspondio al substrato radiactivo no metabolizado. La zona 3, exhibié el mismo
comportamiento cromatografico que el “carrier” de 5a-DHT, con un Rr de 0.43,
mientras que la zona 4, que fue la de menor polaridad, con un Rg de 0.49, fue

identificada como androstendiona.

Como puede observarse en la Figura 4, la formacién de 5a-DHT, tanto a las 24
como a las 48 horas de incubaciéon fue menor al 2%. En contraste, la
biotransformacion de T a los tetrahidos 3a,50-T y 3B,50-T a las 24 horas de
incubacion fue de 11%, incrementandose a 15.8% al prolongar el tiempo de
incubacion a 48 horas. La proporcién de formacion de los tetrahidros 3,50 y
3B,5a fue de 1:1 de acuerdo a la pureza quimica obtenida después de las

cristalizaciones.
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30,50-T y 3B,50-T
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Figura 4. Bioconversion de T-[”C] en metabolitos 5a-reducidos, en osteoblastos, en funcioén del
tiempo de incubacioén. Las incubaciones fueron realizadas a 24 y 48 horas. Los mayores productos
de la conversién metabdlica de testosterona fueron los tetrahidros 3o, 5a- y 36,5a-. Los resultados
representan el promedio de 5 experimentos realizados por triplicado.
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7.3 Estereoespecificidad de la unién de los derivados tetrahidro reducidos

de NET, a los receptores intracelulares de estrégenos.

7.3.1 Constantes de unién al equilibrio de los receptores intracelulares de

estrogenos
1,0 o i
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Figura 5. Andlisis de la unién especifica de E2-[3H], con los receptores de estrégenos (RE), en
preparaciones de citosol de osteoblastos de calvaria de rata recién nacida. Las constantes de la
union al equilibrio del E, con el RE se determinaron al graficar los valores de la curva de
saturacién a la manera de Scatchard.

La unidn especifica del Ex-[°H] a los sitios de unién de los RE del citosol de
osteoblastos de calvaria de rata neonatal, se muestra en el inserto de la figura 5.
Como puede observarse, la saturacion del sistema se obtuvo a concentraciones
de 1 — 1.5 nM del radioligando. De la representacion de la curva de saturacién, a
la manera de Scatchard (1949) (Figura 5), se obtuvieron la constante aparente de

disociacion (Kg), la cual fue de 1.1x10° M + 0.2, y el nimero de sitios de unién
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(NSU) de 0.42 nmolas/mg de proteina, valores semejantes a los reportados en la

literatura para los RE.

7.3.2 Estereoespecificidad de la union de NET y sus derivados 5a-reducidos, a

los receptores intracelulares de estrogenos de osteoblastos de rata recién nacida.

Los resultados del andlisis de competencia de NET y sus derivados 5a-NET,
30,50-NET y 33,5a-NET por los sitios de union de los RE, en el citosol obtenido
de osteoblastos de calvaria de rata recién nacida, se muestran en la Figura 6. La

union de E»-[°H], en ausencia de competidores, se tomé como el 100% de union.

100 50-NET
NET
80 | Dxm
3 601
s
c
S 40 -
3B,5a-NET
20 30,50-NET
E,
O T T T 1
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Competidor (nM)

Figura 6. Analisis de competencia de NET y sus metabolitos 5a-dihidro (5a-NET), 3a,50-
tetrahidro (3a,50-NET) y 3B,50-tetrahidro (3B,5a-NET) por los sitios de unién de los RE, en el
citosol de osteoblastos de calvaria de rata neonatal. Como controles se emplearon estradiol (E,) y
Dexametasona (Dxm). Los resultados se expresan como el porciento de unién de E,-[’H] en
presencia de concentraciones crecientes de los esteroides competidores empleados. Los
resultados se expresan como el promedio * desviacion estandar de 3 experimentos.
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Los resultados demostraron, como era de esperarse, que el E, radioinerte
utilizado como control positivo, fue el mayor competidor por los sitios de unién de
los RE. La NET y su derivado 50-NET, asi como la Dxm, fueron incapaces de

interactuar con el RE, aun a las concentraciones mas altas (1.0 nM).

El hallazgo de mayor relevancia fue sin duda la demostracion de que tanto el
30,50-NET, asi como el 3p,5a-NET, fueron capaces de competir con el E; por los
sitios de union del receptor de estrégenos, mostrando una alta afinidad de union
relativa (AUR) semejante a la del Ej; sin embargo, el 3B,50-NET fue
sensiblemente mejor competidor que su epimero 3a,50-NET. La AUR vy la

constante de inhibicién al 50% (Kiso), se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Afinidad de unién relativa (AUR) y constante de inhibicién (K) de esteroides naturales y

sintéticos.
Esteroides AUR (%) | K,50%[nM]P
Competidores

E, 100 0.15

NET

5a0-NET
30,50-NET 90 0.17
3B,50-NET 95 0.16

Dxm - -—-

a La AUR fue calculada de acuerdo al procedimiento
descrito por Reel y colaboradores (1979).

b La K se determiné por el método descrito por Cheng
y Prusoff (1973).
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8. DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran claramente que células osteoblasticas
mantenidas en cultivo, obtenidas de la calvaria de ratas recién nacidas,
biotransforman eficientemente a la NET, una progestina sintética de la serie 19-nor,
ampliamente utilizada en formulaciones anticonceptivas y de terapia de reemplazo
hormonal, a sus metabolitos tetrahidro reducidos en el anillo A, los cuales interactuan
con una alta afinidad de union relativa con los receptores intracelulares de

estrogenos de los osteoblastos.

En efecto, la incubacion in vitro de NET-[°H] con osteoblastos de rata, resulté a las 48
horas, en la formacion de 3a,50-NET y 3B.5a-NET, con un porcentaje de
bioconversion un poco mayor al 31%, y de Sa-dihidro NET, en menor proporcion,
indicando una gran actividad de 5a-esteroide reductasas y de dos enzimas de la
familia de las aldo-ceto reductasas, la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa y la 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (Jez y cols., 1997). La gran biotransformacion de
NET a sus dos derivados tetrahidro reducidos sugiere fuertemente que la 5a-NET es
un intermediario obligado para la biosintesis de los tetrahidros, lo cual se demostro
por la inhibicion completa de la formacion de 3a,50-NET y 33,5a-NET inducida por
finasteride, un inhibidor selectivo de las Sa-esteroide reductasas. Esta observacion
apoya el concepto que la formacién de los tetrahidro derivados de NET requiere de la
5a-reduccion enzimatica (union de tipo trans entre los anillos A 'y B), como un primer
paso metabdlico. La presencia de los sistemas enzimaticos, capaces de
biotransformar a la NET en sus metabolitos reducidos en el anillo A, en los
osteoblastos de la calvaria de ratas recién nacidas, se confirmé adicionalmente con
el estudio del metabolismo de un andrégeno, la testosterona, que es el substrato
natural de estas enzimas. La incubacion de cultivos de osteoblastos con
testosterona-["*C], a diferente pH (7.4 y 5.2), resulté a las 48 horas, en la formacion

de 50-DHT, 3a,5a-androstandiol y 3,5a-androstandiol, demostrando la actividad de
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5a-reductasas tipos 1y 2 y de 3a- y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasas. La adicién
de finasteride a las incubaciones, inhibi6 completamente la formacién de 50-DHT y
consecuentemente, la formacion de androstandioles. El hallazgo mas relevante del
estudio fue la demostracion, por vez primera, en osteoblastos de rata, de la actividad
de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que cataliza la formacion de derivados
3B,5a, tanto de NET como de testosterona. En estudios previos, en los cuales se
utilizé testosterona como substrato, se habia demostrado la formacion de 5a-DHT vy
3a,5a-androstandiol en tejido 6seo de rata adulta (Vittek y cols., 1974) y en
osteoblastos y lineas celulares de humanos (Schweikert y cols., 1980; Bruch y cols.,
1992; Shimodaira y cols., 1996). La expresion transcripcional de los genes que
codifican las 5a-reductasas 1 y 2 en osteoblastos humanos, también ha sido
demostrada (Issa y cols., 2002). Recientemente, Steckelbroeck y cols., 2004, han
delineado la relevancia de la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa citosolica en un

numero importante de eventos biologicos.

Diversos estudios clinicos han demostrado que la administracion de NET a mujeres
postmenopausicas, previene la pérdida mineral del hueso y reduce el proceso de
resorcion osea (Abdalla y cols., 1985; Christiansen y Riis, 1990; Horowitz y cols.,
1993), y también previene la pérdida ésea en mujeres jovenes tratadas con agonistas
de la LH-RH (Riis y cols., 1987).

Los mecanismos por los cuales NET ejerce efectos de tipo estrogénico no han sido
dilucidados, particularmente debido a que esta progestina 19-nor no interacciona con
los receptores de estrogenos (Chavez y cols., 1985; Santillan y cols., 2001) y no
puede ser aromatizada enzimaticamente (Gual y cols. 1962). Sin embargo, en virtud
de que diversos estudios realizados en nuestro laboratorio, han demostrado que los
metabolitos tetrahidro reducidos de varias progestinas sintéticas con estructura 19-
nor, pueden ejercer efectos de tipo estrogénico (Vilchis y cols., 1986; Morali y cols.,
1990; Santillan y cols. 2001), fue de interés examinar la interaccién de NET y sus
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metabolitos 5a-reducidos, con los receptores intracelulares de estrégenos de
osteoblastos de la calvaria de ratas recién nacidas, a través de un estudio de
competencia. Los resultados obtenidos de las curvas de saturacion, realizadas en el
citosol de osteoblastos, como fuente del receptor de estrogenos, e incubadas con
concentraciones crecientes de estradiol-[°H], representadas a la manera de
Scatchard, demostraron que las constantes de equilibrio, como la K4y el numero de
sitios de unidn, fueron similares a las descritas en osteoblastos humanos vy lineas
osteoblasticas de osteosarcoma de humano y de rata (Komm y cols., 1988; Eriksen y
cols., 1988; Gray, 1989), validando el modelo experimental.

Los resultados del estudio de competencia revelaron que NET y 5a-NET no compiten
con el estradiol-[°H] por los sitios de union de los receptores de estrégenos en los
osteoblastos de rata, mientras que los metabolitos 30,5a-NET y 383,5a-NET,
interactuan con los receptores de estrégenos con una afinidad de union relativa y una
constante de inhibicién del todo similares a las observadas con el estradiol natural.
Este sorprendente hallazgo de la gran capacidad intrinseca de union de los
metabolitos tetrahidro reducidos de NET con los receptores de estrégenos de los
osteoblastos, no descrita previamente en otros tejidos o lineas celulares, esta en
linea con los datos recientemente informados por nuestro grupo de investigacion
(Enriquez y cols. 2007 en prensa) de que los efectos de algunas progestinas
sintéticas 19-nor, sobre los procesos de proliferaciéon y diferenciacion celular,
incluyendo la mineralizacion en osteoblastos, son mediados por sus metabolitos no
fendlicos, que poseen la capacidad de transactivar genes estrogeno dependientes
(Larrea y cols., 2001; Garcia-Becerra y cols., 2002). En conjunto, todos los
resultados obtenidos en este estudio, confirman la hipotesis planteada y muestran un
panorama de oportunidades en investigacion y disefio de nuevas estrategias

farmacoldgicas en la terapia de reemplazo hormonal en la postmenopausia.
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9. CONCLUSIONES

El analisis integral de los resultados obtenidos en las diversas fases del estudio,

permite derivar las siguientes conclusiones:

1. Los osteoblastos de rata poseen los sistemas enzimaticos requeridos para
la biotransformacion de NET, una progestina sintética 19-nor, a dos
metabolitos tetrahidro reducidos, el 3a,5a-NET y el 3p3,5a-NET.

2. El metabolismo de testosterona en los osteoblastos permitid validar el

modelo experimental utilizado y confirmé los datos obtenidos con NET.

3. Los metabolitos 3a,5a-NET y 33,5a-NET interactuan con los receptores de
estrogenos de los osteoblastos de rata, con una afinidad de unién relativa

similar a la observada con estradiol.

4. Los resultados del estudio, en conjunto con informes recientes de nuestro
laboratorio, demuestran que los efectos benéficos de la administracion de
NET sobre la remodelacién ésea en mujeres postmenopdausicas, son

mediados por sus metabolitos no fendlicos, reducidos en el anillo A.

5. Los hallazgos abren nuevas opciones en la investigacion y desarrollo de
estrategias alternas de reemplazo hormonal para el manejo de la condicion

peri- y postmenopausica.
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