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 1.- RESUMEN 

 

El levonorgestrel (LNG) es una progestina sintética derivada de la 19-nortestosterona que 

es utilizada ampliamente como agente regulador de la fertilidad. El LNG, además de su 

potente efecto progestacional, induce efectos hormonales de tipo androgénico y 

recientemente se demostró que la adición de dosis altas de LNG a cultivos de células  

MCF-7 y T47D, obtenidas de carcinoma mamario humano estrógeno-dependiente, indujo el 

crecimiento y la proliferación celular, sugiriendo un efecto de tipo estrogénico, el cual fue 

inhibido por un antiestrógeno pero no por una antiprogestina. Este hecho es controversial 

con las múltiples evidencias de que el LNG no interactúa con el receptor intracelular de 

estrógenos (RE) y de que su molécula está impedida para aromatizarse enzimáticamente. 

Por otro lado,  al igual que otras progestinas sintéticas de la serie 19-nor, como la 

noretisterona y el gestodeno, el LNG se metaboliza a nivel de órganos blanco a la acción 

hormonal, a los compuestos 5α-dihidro LNG (5α-LNG),  3α,5α-tetrahidro LNG  (3α,5α-

LNG)   y  3β,5α-tetrahidro LNG    (3β,5α-LNG), los cuales podrían ser los responsables de 

los diversos efectos hormonales exhibidos por el LNG después de su administración. La 

hipótesis elaborada  para la realización de este trabajo, propone que los efectos biológicos 

de tipo estrogénico, descritos para LNG son mediados por sus derivados 3β,5α y 3α,5α 

tetrahidro-reducidos, a través de su unión a los sitios activos del receptor intracelular de 

estrógenos. Para comprobar la hipótesis planteada, se estableció como objetivo general 

esclarecer el mecanismo de acción de LNG, responsable de las actividades hormonales de 

tipo estrogénico empleando diferentes estrategias. El estudio de la competencia del LNG y 

sus metabolitos 5α-reducidos con el estradiol-3H (E2-3H), por los sitios activos del RE, 
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 demostraron que el 3β,5α-LNG y en menor proporción el 3α,5α-LNG fueron los 

únicos derivados que interactuaron con el RE, aunque con baja afinidad de unión (2.4 % y 

0.4% respectivamente), comparada con la del E2 (100%). El empleo de un sistema de 

expresión en levaduras (Saccharomyces cerevisiae) co-transfectadas con un vector que 

contiene el gen del RE humano α y un vector reportero con un elemento de respuesta a 

estrógenos que regula la expresión del gen de la β-galactosidasa, demostró la capacidad del 

tetrahidro 3β,5α-LNG y en menor proporción del tetrahidro 3α,5α-LNG para inducir 

respuestas de tipo estrogénico aunque con una potencia de 700 a 1000 veces menor que la 

del estradiol y que fueron inhibidas por el ICI-182,780, lo cual sugirió fuertemente un 

mecanismo de acción de tipo genómico, mediado por el RE. El estudio de la inducción de 

receptores intracelulares de progesterona (RP) estrógeno-dependientes en la hipófisis 

anterior de ratas hembras  castradas, con  la  administración  de  2.5 mg / día / 6 días 

consecutivos  de 3β,5α-LNG demostró la actividad de tipo estrogénico de este metabolito 

sobre el incremento de los RP en la hipófisis anterior de la rata. En conjunto, los resultados 

obtenidos permitieron cumplir con los objetivos planteados y confirmar la hipótesis de 

trabajo, destacando la relevancia del metabolismo de esta progestina sintética sobre la 

expresión de su actividad biológica y esclareciendo así el mecanismo por el cual LNG es 

capaz de ejercer efectos débiles de tipo estrogénico. 
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 2. INTRODUCCIÓN 

 

En las ultimas décadas, los resultados de numerosos estudios experimentales en 

investigación básica han permitido el desarrollo y la síntesis de diversos compuestos 

sintéticos que han contribuido a lograr la disminución del crecimiento acelerado de la 

población mundial. Un claro ejemplo de ello fue la síntesis en México de la Noretisterona, 

primera progestina sintética activa por vía oral, realizada en el año de 1951 por los doctores 

Carl Djerassi, George Rosenkranz y Luis E. Miramontes (Djerassi y cols., 1954). Este 

acontecimiento de gran relevancia dio origen a la era de la anticoncepción hormonal, que 

más tarde hizo posible la implementación de programas nacionales de planificación 

familiar.  

 

En la búsqueda de compuestos con mayor actividad progestacional se obtuvo por síntesis 

total el Levonorgestrel [13β- etil-17α-etinil-17β-hidroxi-4-gonen-3-ona (LNG) ] (Smith y 

cols., 1963), una progestina sintética más potente que la noretisterona,  que en la actualidad 

continúa utilizándose ampliamente como agente regulador de la fertilidad. 

 

El LNG (Figura 1), componente esencial de las formulaciones anticonceptivas de segunda 

generación, es una progestina sintética derivada de la 19-nortestosterona con potente 

actividad progestacional (Kloosterboer y cols., 1988). El LNG se utiliza solo (Ball y cols., 

1991)  o en combinación con un estrógeno (DelConte y cols., 1999), en diferentes 

formulaciones, orales (DelConte y cols., 1999), inyectables (Crabbé y cols., 1983; Garza-

Flores y cols., 1991; Sang, 1994), implantes subdérmicos (Cravioto y cols., 1997; Ba y 
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 cols., 1999), anillos vaginales (Johannisson y cols., 1991; White y cols., 1991; 

Landgren y cols., 1994; Thau y Jackanicz, 1994) y en dispositivos intrauterinos medicados 

(WHO, 1990; Sivin y Stern, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fórmula estructural del Levonorgestrel (LNG). 

                                               

El LNG ejerce su efecto anticonceptivo al interferir con el proceso de la ovulación, al 

inhibir en la hipófisis anterior la síntesis y liberación de las hormonas folículo estimulante y 

luteinizante (Spona y cols., 1996). Por otro lado, cuando esta progestina se administra a 

dosis bajas (Brache y cols., 1985; Croxatto y cols., 1987) induce cambios en la consistencia 

del moco cervical, impidiendo así la penetración espermática.  

 

La actividad progestacional del LNG es mediada a través de su unión con el receptor 

intracelular de progesterona (RP), pero también se ha observado que después de su 

administración puede ejercer una variedad de efectos hormonales, particularmente de tipo 

androgénico como la aparición de acné, hirsutismo, alopecia (Jones, 1995), alteraciones del 

metabolismo de los carbohidratos y la disminución en plasma de la globulina 

transportadora de hormonas sexuales (SHBG) (Darney, 1995). 

  
O 

     OH
      

C≡CH 
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 El LNG, al igual que otras progestinas de la serie 19-nor, después de su administración 

por vía oral se metaboliza ampliamente a nivel periférico a compuestos 5α-reducidos, 

siendo los tetrahidros 3α,5β y en menor proporción el 3α,5α  los metabolitos más 

abundantes en la orina (Littleton y cols., 1968; Sisenwine y cols., 1973 ; Stanczyk y Roy, 

1990). 

 

Por otra parte, las incubaciones in vitro de Levonorgestrel-3H (LNG-3H) en hipotálamo e 

hipófisis de ratas hembras castradas demostraron, como se observa en la Figura 2, que esta 

progestina es biotransformada  por la acción  de  la 5α-reductasa a  5α-dihidro LNG (5α-

LNG) y  por  la  acción  de  las 3α-hidroxiesteroide   deshidrogenasa   y  3β 

hidroxiesteroide  deshidrogenasa  a  los  3α,5α-tetrahidro LNG (3α,5α-LNG) y 3β,5α-

tetrahidro LNG (3β,5α-LNG) respectivamente  (Lemus y cols., 1992).  

 

Los estudios experimentales en los que se determinó la interacción de los metabolitos 5α-

reducidos de LNG con los receptores intracelulares de progesterona, demostraron que la  

5α-reducción de la molécula de LNG disminuye su afinidad por el receptor intracelular de 

progesterona, mientras que los tetrahidro-reducidos de LNG (3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG) 

no tienen la capacidad de unirse con los receptores intracelulares de progesterona (Lemus y 

col., 1992).  
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Figura 2. Biotransformación  de  LNG-3H  en  hipotálamos  e  hipófisis  de   ratas  hembras castradas  a  los  metabolitos: 

5α-dihidro  levonorgestrel (5α-LNG)  y  a  3α,5α-tetrahidro LNG (3α,5α-LNG)  y  3β,5α-tetrahidro LNG (3β,5α-LNG) 

por la acción   de   las  enzimas  5α-esteroide-reductasa (5αRED’asa),  3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3αHED’asa)  

y  3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3βHED’asa)  respectivamente. 
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 Los estudios de la interacción de LNG y sus metabolitos reducidos en el anillo A con 

los receptores intracelulares de andrógenos del citosol de la próstata de ratas castradas 

demostraron que el LNG y su derivado 5α-dihidro se unen con gran especificidad y alta 

afinidad a estos receptores (Phillips y col., 1990; Lemus y col., 1992). La unión de LNG y 

de su metabolito 5α-reducido al receptor de andrógenos es capaz de mediar efectos de tipo 

androgénico, como la restauración del peso y tamaño del órgano del flanco del hamster 

macho castrado, después de la administración tópica de LNG y 5α-dihidro LNG (Cabeza y 

cols., 1995). La inducción de la conducta sexual masculina en la rata macho adulta castrada 

con la administración  de LNG o 5α-dihidro LNG en combinación con benzoato de 

estradiol así como el incremento del peso de los órganos accesorios (próstata ventral y 

vesículas seminales) es otra demostración de los efectos androgénicos de LNG y su 

derivado 5α-dihidro LNG ( Moralí y cols., 2002). 

 

Con respecto a los efectos de tipo estrogénico exhibidos por el LNG después de su 

administración, se han reportado los resultados de estudios clínicos realizados en un grupo 

de mujeres tratadas con LNG, los cuales mencionan que el 15% de los sujetos en estudio 

presentaron alteraciones en las pruebas de tolerancia a la glucosa después de un año de 

tratamiento con la progestina sintética (Spellacy y cols., 1976). 

 

En estudios experimentales recientes se demostró que la administración de grandes 

concentraciones del LNG a cultivos de células MCF-7 y T47D, obtenidas de carcinoma 

mamario humano estrógeno-dependiente, induce el crecimiento y la proliferación de estas 

células (Catherino y cols., 1993; Schoonen y cols., 1995a,b),  efecto que fue inhibido por 
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 un antiestrógeno, pero no por una antiprogestina (Van der Burg, 1991; Jeng y cols., 

1992; Van der Burg y cols., 1992; Schoonen y cols., 1995b), evidencias que sugieren que el 

efecto de tipo estrogénico podría ser mediado a través del receptor intracelular de 

estrógenos. Este hecho es controversial con las múltiples evidencias de que la molécula de 

LNG no se une a los sitios activos del receptor intracelular de estrógenos (van Kordelaar y 

cols., 1975 a, b; Pollow  y cols., 1989; Phillips y col., 1990) y de que la aromatización 

enzimática del anillo A de su molécula está impedida por la ausencia del metilo angular del 

C-19, quedando una interrogante sobre el mecanismo de acción a través del cual esta 

progestina puede ejercer efectos de tipo estrogénico. En este trabajo de tesis se realizaron 

una serie de estudios experimentales dirigidos a aclarar la controversia actual del 

mecanismo de acción, a nivel molecular, mediante el cual el LNG induce efectos 

hormonales de tipo estrogénico. 
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 3. JUSTIFICACIÓN 

 

Los informes recientes en la literatura de estudios epidemiológicos y clínicos que asocian 

un incremento del riesgo de trombosis venosa profunda e incluso trombosis pulmonar en 

las usuarias de anticonceptivos hormonales orales de tercera generación, han obligado a 

investigar el origen de los efectos de tipo estrogénico de esas progestinas, causantes de 

trastornos a nivel molecular. Aunque se ha demostrado que el levonorgestrel es una 

progestina sintética que, después de su administración, induce efectos de tipo estrogénico 

débiles, en estudios experimentales recientes se observó que la adición de dosis elevadas de 

esta progestina de 2ª generación a cultivos de células obtenidas de cáncer mamario 

estrógeno-dependiente indujo el crecimiento y la proliferación celular, los cuales se 

inhibieron por la acción de un antiestrógeno pero no por una antiprogestina. Los 

mecanismos por los cuales esta progestina sintética induce efectos de tipo estrogénico 

requieren ser revalorados debido a que actualmente millones de mujeres en el mundo 

utilizan levonorgestrel en cualesquiera de sus diferentes formulaciones. Los estudios que se 

realicen permitirán esclarecer el origen y la polémica de sus acciones estrogénicas.  
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4. HIPÓTESIS DE TRABAJO  

Los efectos biológicos de tipo estrogénico, que han sido descritos después de la 

administración de levonorgestrel, son mediados por sus productos de conversión 

metabólica, particularmente por los tetrahidros 3β,5α y 3α,5α, a través de su unión al  

receptor intracelular de estrógenos.  
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 5. OBJETIVO GENERAL 

 Esclarecer el mecanismo de acción por el cual el LNG induce actividades 

hormonales de tipo estrogénico después de su administración. 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Estudiar, por medio de un análisis de competencia, la interacción del LNG y sus 

derivados tetrahidro-reducidos con el receptor intracelular de estrógenos del citosol 

obtenido de úteros de ratas prepúberes. 

 

 Determinar la respuesta biológica de tipo estrogénico del LNG y sus derivados 

reducidos en el anillo A, empleando un sistema de expresión en levaduras co-

transfectadas con el gen que codifica para el receptor intracelular de estrógenos 

humano subtipo α (REhα) y con un plásmido reportero que contiene el  elemento  

de  respuesta a  estrógenos  asociado  al  gen  que  codifica  para  la β-galactosidasa.  

 

 Inducir con los derivados 3β,5α-LNG y 3α,5α-LNG el  receptor de progesterona 

estrógeno-dependiente, en la hipófisis anterior de ratas hembras adultas castradas. 
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 7. MATERIALES 

 

7.1 Material Biológico. 

Se utilizaron ratas Wistar prepúberes intactas, con pesos entre 100 y 150 g y ratas hembras 

adultas castradas con peso promedio de 250 g, proporcionadas por el bioterio del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán, en donde permanecieron 

alojadas con ciclos de luz/obscuridad de 14/10 horas, durante el tiempo en que se realizaron 

los experimentos.  

 

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae de la cepa RS188N hiperpermeables y 

cotransfectadas con un plásmido de expresión (pC2) que contiene el gen que codifica al 

receptor intracelular de estrógenos humano subtipo α (REhα), cuya expresión es 

dependiente de cobre, y con un plásmido reportero que contiene el  elemento de  respuesta  

a  estrógenos (ERE) asociado al  gen que  codifica  a  la β-galactosidasa, como indicador de 

actividad estrogénica. Las levaduras fueron donadas amablemente por el Dr. Richard C. 

Lyttle del Instituto de Investigación de la Mujer, Wyeth Ayerst (Filadelfia, PA, EUA). 

 

7.2 Material radiactivo. 

Los   esteroides  radiactivos,   ORG-2058  [6,7-3H]  con   actividad  específica  (a.e.)   de  

45 Ci / mmola y estradiol [2,4,6,7-3H], a.e. de 97 Ci / mmola, se obtuvieron de Amersham 

International plc (Buckinghamshire, Inglaterra). La pureza radioquímica de los esteroides 

se estableció por un proceso de dilución isotópica inversa que incluye cromatografía en dos 
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 sistemas diferentes y cristalizaciones sucesivas de alícuotas, hasta la obtención de  una 

actividad específica constante.  

 

7.3 Compuestos químicos. 

El levonorgestrel, que fue proporcionado generosamente por Schering Mexicana, S.A de 

C.V., (México, D.F., México) se recristalizó en metanol y su pureza química se estableció 

por su punto de fusión y movilidad cromatográfica en placa fina, en dos sistemas diferentes. 

 

Los esteroides radioinertes utilizados en los experimentos se obtuvieron de Sigma 

Chemical Co. (St. Louis MO, EUA) y su pureza se estableció por su punto de fusión y 

movilidad cromatográfica. El antiestrógeno ICI-182,780 fue donado por Zeneca Farma 

(México, D. F., México).  

 

Todos los reactivos y disolventes  empleados en los experimentos fueron de grado analítico. 
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 8. MÉTODOS 

 

8.1 Síntesis de derivados 5α -reducidos de Levonorgestrel (LNG). 

Los derivados reducidos en el anillo A del LNG, 5α-dihidro LNG (5α-LNG), 3α,5α-

tetrahidro LNG (3α,5α-LNG) y 3β,5α-tetrahidro LNG (3β,5α-LNG) no están disponibles 

comercialmente por lo que fue necesario sintetizarlos en el laboratorio por diferentes 

procedimientos. 

 

El 5α-LNG se obtuvo por reducción del LNG con litio y amoníaco de acuerdo al 

procedimiento descrito por Bowers y colaboradores (1958), modificado por García de la 

Mora (Lemus y cols., 1992). 

 

El  tetrahidro  3α,5α-LNG se sintetizó por reducción del 5α-LNG con tri-sec-butil-

borohidruro de litio (L-selectride)  en condiciones anhidras (Brown y Krifhnamurthy, 

1972),  mientras que el tetrahidro 3β,5α-LNG se obtuvo al reducir el 5α-LNG, con 

borohidruro de sodio (Bowers y cols., 1958).  

 

Los productos reducidos obtenidos se purificaron  por medio de cromatografía “flash” en 

columnas de sílica gel (Still y cols., 1978) y cristalización en acetona. La pureza química se 

estableció con base en sus constantes físicas y espectroscópicas como punto de fusión, 

cromatrografía líquida de alta precisión, espectro de infrarrojo, resonancia magnética 

nuclear y espectrometría de masas. 
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 8.2 Determinación de la constante aparente de disociación (Kd) y el número de 

sitios de unión (NSU) del receptor intracelular de estrógenos del útero de ratas 

prepúberes. 

 

8.2.1 Obtención de citosol. 

Se utilizaron grupos de 15 ratas hembras inmaduras intactas con pesos entre 100 y 150 g. 

Los animales se decapitaron el día del experimento y se disecaron los úteros que se lavaron 

con solución salina isotónica fría y se secaron entre dos hojas de papel filtro. Los tejidos se 

fragmentaron finamente con tijera y se pesaron en una balanza analítica registrando el peso. 

El tejido se homogeneizó utilizando un politrón Brikmann PT 10/35 (Brikmann Instruments 

Co. Houston, TX, EUA) en una relación peso/volumen de 1:6, con una solución 

denominada TEDLM compuesta de buffer Tris-HCl 20 mM, pH 7.4 a la que se le adicionó, 

EDTA 1.5 mM, ditiotreitol 0.25 mM, leupeptina 10 µg/ml y molibdato de sodio 10 mM. El 

homogeneizado se centrifugó a 180,000 g durante 1 hora a 2° C, en un rotor Beckman SW 

50.1. Del sobrenadante (citosol) se tomaron alícuotas para determinar el contenido de 

proteínas, utilizando una curva patrón de albúmina de suero de bovino (Bradford, 1976). 

 

8.2.2. Curva de saturación del receptor intracelular de estrógenos. 

Las características de unión al equilibrio de los receptores intracelulares de estrógenos del 

citosol de úteros de ratas prepúberes, con el E2-3H como radioligando específico, se 

determinaron por medio de una curva de saturación. 
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 La unión total se estudió en alícuotas del citosol, con una concentración promedio de 

proteína de 2 mg/ml, que se incubaron durante 18 horas a 4° C con concentraciones 

crecientes (1-15 nM) de E2-3H. Al finalizar el período de incubación, el E2-3H no unido o 

libre, se separó del complejo 3H-E2/receptor por adsorción con una suspensión de carbón 

recubierto con dextrán (10:1) durante 5 minutos a 4° C, con agitación contínua y 

centrifugación a 800 g. Del sobrenadante que contenía el complejo esteroide/receptor se 

tomaron alícuotas por triplicado, se les adicionaron 5 ml de la solución de centelleo Insta-

Gel Plus  y se determinó su contenido de 3H en un espectrómetro de centelleo líquido 

Packard Tri-Carb (Packard Downes Grove IL. EUA.). El “quenching” se corrigió 

automáticamente en cada muestra por estandarización externa. En forma paralela y en las 

mismas condiciones experimentales, se determinó la unión no específica en presencia de un 

exceso de 100 X de E2 radioinerte. La unión específica se obtuvo al substraer la unión 

inespecífica  de la unión total. 

 

Las características de unión al equilibrio para los receptores intracelulares de estrógenos, en 

términos de la constante aparente de disociación (Kd) y el número de sitios de unión (NSU), 

se determinaron mediante la gráfica descrita por  Scatchard (1949) a partir de los datos 

obtenidos de la curva de saturación. 
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 8.3 Afinidad de unión relativa (AUR) y constante de inhibición (Ki) de 

levonorgestrel y de sus metabolitos reducidos en el anillo A, por el receptor 

intracelular de estrógenos en el útero de las ratas prepúberes.  

 

La capacidad de unión del LNG  y de sus  metabolitos  5α-LNG, 3α,5α-LNG y 3β,5α-

LNG al RE, se estableció en un análisis de competencia por los sitios activos del RE del 

citosol de útero de ratas prepúberes, utilizando el E2-3H como radioligando específico 

(Chávez y cols., 1985). La obtención de citosol se realizó de acuerdo a lo descrito 

previamente. Alícuotas del citosol del útero de ratas prepúberes, con un contenido de 

proteínas de 4.1 a 5.2 mg/ml, se incubaron con el radioligando específico E2-3H a la 

concentración de 1nM, en ausencia o presencia de concentraciones crecientes (1-500 nM) 

de los esteroides  competidores radioinertes, LNG, 5α-LNG, 3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG,  

por un período de 18 horas a 4° C. Como controles positivo y negativo se utilizaron 

idénticas concentraciones de estradiol y dihidrotestosterona (DHT) radioinertes 

respectivamente. Al término del período de incubación, la separación de los esteroides 

unidos a los receptores de estrógenos de aquellos que no se unieron,  se realizó por 

adsorción con carbón/dextrán. El contenido de 3H en las muestras se determinó en un 

espectrómetro  de centelleo líquido Packard Tri-carb, con una eficiencia de conteo del 65%. 

 

La afinidad de unión relativa (AUR) del LNG y de sus derivados reducidos en el anillo A 

se evaluó por su capacidad para competir con el radioligando específico E2-3H por los sitios 

activos del RE, tomando la unión del E2-3H en ausencia de competidor, como 100%, de 



25

 acuerdo al método descrito por Reel y colaboradores (1979), empleando la siguiente 

fórmula:  

 

 

                   
                         [L]50 
AUR =                                  x 100 
                        [C]50 
 

 

En donde: 

AUR= Afinidad de Unión Relativa 

[L]50 = Concentración  molar  de  ligando específico  radioinerte (E2) capaz  de  inhibir  al  50%  la  unión  del   

             radioligando (E2-3H) al receptor. 

[C]50 = Concentración   molar  del  esteroide  competidor  radioinerte,  capaz  de  inhibir al 50%   la  unión del    

             radioligando al receptor. 

 

La constante de inhibición al 50 % (Ki) se calculó con la fórmula descrita por Cheng y 

Prusoff (1973). 

  
                          IC50 
Ki  =                        
                    1 + (C/Kd) 
 

En donde: 

Ki  = Constante de inhibición  

IC50= Concentración molar a la que el competidor radioinerte inhibe el 50% de la unión del radioligando con  

           el receptor. 

C= Concentración molar del radioligando 

Kd= Constante de disociación del radioligando específico. 
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 8.4 Determinación de la actividad biológica de tipo estrogénico de Levonorgestrel 

y de sus derivados dihidro y tetrahidro-reducidos en un sistema de expresión en 

levaduras Saccharomyces cerevisiae co-tranfectadas.  

 

De acuerdo al método descrito por Lyttle (1992), las levaduras se incubaron durante toda la 

noche a 32° C con agitación constante en un medio que contenía glucosa y aminoácidos 

esenciales. Al día siguiente, el cultivo de las levaduras se diluyó lo necesario para que a una 

longitud de onda de 660 nm la densidad óptica (DO) fuera de 0.5, lo cual corresponde a una 

concentración celular de 2 - 7 X107 células/ml. Para estimular la formación del REhα, a 

cada tubo de prueba con 5 ml de la dilución celular  se agregaron 20 µl de una solución 

0.025 M de sulfato cúprico para obtener una concentración final de 100 µM y se incubaron 

a 32° C durante 60 minutos. Posteriormente, se adicionaron por separado concentraciones 

crecientes de 100, 250, 400, 500 y 600 nM de los derivados 3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG, así 

como de 1000 nM de LNG y 5α-LNG. Como control positivo de los experimentos, se 

utilizó E2 a concentraciones de 0.1 a 2 nM y como controles negativos el vehículo (V), 

testosterona  (T),  DHT,  progesterona (P4) y  pregnenolona  (P5) a  concentraciones de 

1000 nM. Los tubos se incubaron por un período de 4 horas y 30 minutos a 32° C con 

agitación constante; transcurrido ese tiempo, se centrifugó a 800 g por 5 minutos y el 

precipitado que contiene las levaduras se resuspendió en  un  buffer denominado Z, a pH de 

7.4,  compuesto  por  NaH2PO4 40 mM,  Na2HPO4  60 mM,  KCl 10 mM, MgSO4 1 mM y  

β-mercaptoetanol 5 mM. La ruptura mecánica de la pared celular de las levaduras se logró 

con la adición de perlas de vidrio de 472 a 600 micras, agitando los tubos en un vortex por 

periodos alternos de 15 segundos de agitación y 15 segundos de reposo en un baño de hielo, 
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 repitiendo el procedimiento por seis veces. Para prevenir la acción de las proteasas 

durante la agitación y reposo, se agregaron 20 µl de una solución 40 nM de fluoruro de 

metil fenil sulfonilo (FMFS). Posteriormente los tubos se centrifugaron a 10,000 g por 10 

minutos a 4° C en una microcentrífuga Eppendorf modelo 5415 R. Del  sobrenadante  se  

tomaron alícuotas de 100 µl con una concentración  promedio de proteínas de 0.5 mg/ml y 

se incubaron con 700 µl de buffer Z y 200 µl de o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido  

(ONFG) como  sustrato  de   la  β-galactosidasa,  a   una   concentración   de  4  mg/ml. 

Transcurrido el tiempo de la incubación, la reacción se detuvo con 0.5 ml de carbonato de 

sodio 1M. La actividad de la β-galactosidasa se evaluó por la cantidad de o-nitrofenol 

obtenido de la hidrólisis del ONFG que produce una coloración amarilla, la cual se midió 

en un espectrofotómetro a la longitud de onda de 420 nm.  

 

Con el objetivo de esclarecer si la transactivación del gen de la β-galactosidasa es una 

acción genómica, se realizaron incubaciones en el sistema de expresión en levaduras con el 

3β,5α-LNG y el 3α,5α-LNG que fueron los compuestos que mostraron capacidad para 

transactivar el gen de la β-galactosidasa, utilizando las dosis de 500 y 2000 nM, 

respectivamente, combinados con el antiestrógeno esteroidal ICI-182,780 (Wakeling y 

Bowler, 1992) a la concentración de 1000 nM. Como controles se realizaron incubaciones 

que contenían únicamente E2 (1 nM) o ICI-182,780 (1000 nM), o bien,  E2 + ICI-182,780 

(1 nM + 1000 nM) o vehículo solo.  

 

Debido a que las diferentes formulaciones anticonceptivas que utilizan levonorgestrel 

contienen también un componente estrogénico como el etinil estradiol (EE2), fue 
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 interesante evaluar un posible efecto sinérgico de este estrógeno sintético con los 

tetrahidros de LNG para lo cual se incubaron las levaduras con 3β,5α-LNG (250 nM) y 

3α,5α-LNG (600 nM) solos o en combinación con EE2 (0.5 nM), en las mismas 

condiciones experimentales descritas anteriormente.  

 

En todos los experimentos realizados, la actividad de la β-galactosidasa, que se expresa en  

nmolas/minuto/mg  de  proteína, se calculó con la siguiente fórmula: 

        
 
 

 

En donde: 

DO = Densidad óptica a 420 nm. 

1.7= Factor de concentración para el o-nitrofenol 

0.0045= Densidad óptica de 1 nmola/ml del ONFG. 

P= Concentración de proteína (mg/ml). 

V= Volumen  final de la reacción (ml) 

T= Tiempo de incubación del ONFG con la β-galactosidasa (min) 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                  DO × 1.7 
Actividad de β-galactosidasa = 

                                                                                                     0.0045 × P × V × T
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 8.5 Inducción del receptor intracelular de progesterona estrógeno-dependiente, 

en  la hipófisis anterior de las ratas hembras adultas castradas. 

 

En la hipófisis anterior de las ratas hembras adultas los receptores intracelulares de 

progesterona (RP) son dependientes de estrógenos, por lo que después de la castración, la 

presencia de estos receptores ya no puede ser detectada. El hecho de que este efecto puede 

ser revertido con la administración exógena de estrógenos o de compuestos que tengan la 

capacidad de ejercer efectos de tipo estrogénico ha sido bien documentado (Kato y cols., 

1978; Evans y cols., 1978; Vilchis y cols., 1986; Lemus y cols., 2000) por lo que este 

modelo experimental se empleó como un marcador biológico de actividad estrogénica. 

 

La actividad estrogénica del 3β,5α-LNG, metabolito que exhibió la mayor actividad de tipo 

estrogénico en el sistema de expresión en levaduras, se determinó por su capacidad para 

inducir el receptor de progesterona estrógeno-dependiente en la hipófisis anterior de las 

ratas hembras adultas castradas. 

 

A grupos de 15 ratas hembras adultas con peso promedio de 350 g, castradas por lo menos 

20 días antes de iniciar los tratamientos, se les administró el 3β,5α-LNG a la dosis de 2.5 

mg/día durante 6 días consecutivos. Como controles experimentales, se utilizaron grupos de 

ratas a las que se les administraron 5µg/día/6 días de benzoato de estradiol (BE2)  ó 100 µl 

de propilenglicol que fue el vehículo en el que se disolvieron los esteroides. 

 



30

 Al término de los tratamientos, los animales se decapitaron, se disecaron las hipófisis y 

se removió la neurohipófisis. Las hipófisis anteriores se lavaron con solución salina 

isotónica fría, se secaron entre dos hojas de papel filtro, se fraccionaron finamente con 

tijera y se registró su peso. Los tejidos se homogeneizaron con un pistilo de teflon en un 

tubo de vidrio, en una solución de buffer TEDM en una relación de peso/volumen de 1:6, 

suplementada con glicerol al 10% y leupeptina (10 µg/ml) como inhibidor de proteasas. 

Los homogeneizados se centrifugaron a 105,000 g por 1 hora a 2° C para obtener el citosol 

del que se tomaron alícuotas de 10 µl para determinar la concentración de proteínas por el 

método de Bradford (1976), empleando albúmina de suero de bovino para la curva 

estándar.  

 

El citosol  restante  se   incubó durante 4 horas a 4° C con ORG 2058-3H a concentración 3 

nM, como radioligando específico del receptor de progesterona. Terminada la incubación, 

se tomaron alícuotas con una concentración de 4 mg de proteína, y se depositaron sobre la 

superficie de gradientes lineales de 20-35% de sacarosa,  preparados en tubos de 

polialómero de 13x51 mm (Quick-SealTM). Los gradientes se prepararon con un formador 

de gradientes (Buchler Instruments, Fort Lee, NJ. EUA) y se centrifugaron en un rotor 

vertical (VTi 65,serie 984, Beckman) a 400,000 g durante 2 horas y 30 minutos a 2° C. Al 

término de la centrifugación, se perforó el fondo de los tubos y se colectaron  fracciones de 

85 µl en tubos con bajo contenido de 40K para conteo de radiactividad y se determinó la 

cantidad de 3H en un espectrómetro de centelleo líquido utilizando Insta-Gel Plus como 

solución de centelleo. La unión inespecífica se determinó en un gradiente paralelo a los 

experimentales adicionando un exceso de 100 X de ORG 2058 radioinerte. 
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 El coeficiente de sedimentación (CS) del complejo ORG 2058-3H/receptor de 

progesterona, se calculó empleando como referencia el coeficiente de sedimentación de la 

albúmina de suero de bovino (ASB) con la siguiente fórmula:  

 
                        A - PA 
CS =                            X  4.6  
                 B - PB  

 

En donde:  

CS= Coeficiente de sedimentación expresado en unidades Svedberg (S)  

A=  Número total de fracciones del gradiente del complejo ORG 2058-3H/receptor de progesterona 

PA= Número de la fracción en que se localizó el máximo contenido de 3H en el gradiente del complejo  

        ORG2058-3H/receptor de progesterona 

B= Número total de fracciones del gradiente de la ASB 

PB= Número de la fracción en que se localizó la concentración máxima de  la ASB 

4.6 = Coeficiente de sedimentación de la ASB 

 

 
8.6 Análisis estadístico 

Los experimentos, a excepción de la inducción del receptor de progesterona en la hipófisis 

anterior de ratas castradas que se hizo por duplicado, se realizaron mínimo cinco veces por 

triplicado y los resultados se expresaron como la media de los valores ± la desviación 

estándar (DE). Las diferencias entre grupos experimentales se evaluaron por medio de un 

análisis de varianza y se consideraron valores significativos, cuando la P ≤ 0.005 

(SSPTSTM). La potencia estrogénica de los metabolitos de levonorgestrel se determinó por 

la dosis media efectiva (DE50)  calculada  con  el  programa computacional Microcal  

Origin TM. 
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 9. RESULTADOS 

 

9.1 Síntesis de 5α-dihidro LNG, 3α,5α-tetrahidro LNG y 3β,5α-tetrahidro LNG. 

Del proceso de síntesis de los derivados 5α-reducidos del LNG, se obtuvieron productos de 

alta pureza química con rendimientos de 60% para el 5α-LNG y del 98 y 40% en la 

obtención del 3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG respectivamente. El análisis de la movilidad 

cromatográfica, punto de fusión, espectro de infrarrojo y de las propiedades físicas y 

espectroscópicas, mostró resultados idénticos a los informados previamente en la literatura 

(Lemus y cols., 1992). 

 

9.2. Interacción de LNG y de sus metabolitos reducidos en el anillo A con el receptor  

intracelular de estrógenos. 

 

9.2. 1. Características de la unión al equilibrio del receptor intracelular de estrógenos.  

Los resultados obtenidos de la unión específica del E2-3H a los sitios activos del receptor 

intracelular de estrógenos del útero de ratas prepúberes se muestran en la Figura 3. La 

saturación del sistema se obtuvo a la concentración de 6 nM  de E2-3H y se expresó en 

pmolas de E2/ml. La expresión a la manera de Scatchard de los resultados obtenidos en la 

curva de saturación mostró una Kd de 2.03 x 10-9 M y el NSU estimado fue de 1.2 

nmolas/ml/mg de proteína (Figura 3). 
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Figura 3. Expresión de la unión específica del E2-3H con los RE en una gráfica a la manera de Scatchard. Los 

resultados de la curva de saturación (ver recuadro) expresados a la manera de Scatchard mostraron una 

constante aparente de disociación (Kd) de 2.03 X 10-9 M y un número de sitios de unión (NSU) de 1.2 

nmolas/ml/mg de proteína.  

  

 

9.2.2. Constante de Inhibición al 50% y Afinidad de Unión Relativa de esteroides 

naturales y sintéticos por el receptor intracelular de estrógenos. 

Los resultados del análisis de competencia de E2, LNG, 5α-LNG, 3α,5α-LNG y 3β,5α-

LNG con el E2-3H por los sitios activos del RE  se muestran en la Figura 4. El E2 

radioinerte utilizado como control positivo, como era de esperarse fue el competidor más 

potente ya que la inhibición del 50% de la unión del radioligando se logró a partir de la 

concentración  de 2 nM. El LNG y su 5α-dihidro no fueron capaces de competir con el 

radioligando aun a la concentración más alta (500 nM) utilizada en los estudios de 

competencia. Un comportamiento similar fue observado con DHT, utilizada como control 

 

0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

0 .5

0 .6

0 .7

0 0 .2 0 .4 0 .6 0 .8 1 1 .2

0

0.4

0.8

1.2

0 2 4 6 8 10 12 14 16

pm
ol

as
 d

e 
E 2/m

l

   E2 [nM]

L
ib

re
/u

ni
do

Unido



34

 negativo en la serie de experimentos. El hallazgo de mayor relevancia del estudio fue 

sin duda la interacción de los derivados reducidos 3β,5α-LNG y 3α,5α-LNG con el RE. El 

tetrahidro 3β,5α-LNG fue, después del E2, el esteroide que mostró la mayor capacidad para 

inhibir la unión del radioligando al RE. La inhibición del 50% de la unión del E2-3H al RE 

se logró con una concentración entre 50 y 100 nM (84.3 nM). La máxima concentración de 

500 nM inhibió más del 70% de la unión. El 3α,5α-LNG, mostró menor potencia de 

inhibición que su epímero 3β, ya que solamente la concentración de 500 nM inhibió el 50% 

de la unión radioligando/RE. 

 

 

Figura 4.  Análisis de competencia de Levonorgestrel (LNG) y de sus metabolitos reducidos en el anillo A con 

el E2-3H por los sitios de unión del RE del útero de ratas prepúberes. Los resultados demostraron que el 

3β,5α,LNG y en menor proporción el 3α,5α-LNG fueron capaces de competir por los sitios activos del RE. 

El E2 radioinerte utilizado como control positivo fue el mayor competidor por los sitios de unión del RE. LNG 

y el 5α-LNG no tuvieron la capacidad para unirse al RE, comportamiento similar al observado con la  DHT 

utilizada como control negativo. 

0

2 5

5 0

7 5

1 0 0

%
 U

ni
ón

 d
e 

E
2-

3 H

     1             2.5              5              10             25             50            100          500
                       
                      Concentración de esteroides [nM]

DHT
LNG
5αLNG

3α,5αLNG

3β,5αLNG

E2



35

 Los valores obtenidos para la afinidad de unión relativa y la constante de inhibición al 

50 % de LNG y de sus derivados 5α-reducidos se muestran en la Tabla 1.  

 

 

Tabla 1. Afinidad de Unión Relativa (AUR) y Constante de Inhibición (Ki) de esteroides naturales y 

sintéticos. 

Esteroides competidores                                              AUR (%)a                      Ki 50 (nM)b 

LNG                                                                                 ------                               ------ 

5α-LNG                                                                           ------                               ------ 

3α,5α-LNG                                                                       0.4                                  466 

3β,5α-LNG                                                                       2.4                                  84.3 

E2                                                                                      100                                  2.1 

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

b La Ki se determinó por el método descrito por Cheng y Prusoff (1973) 

 

 

 

9.3. Expresión de los efectos de tipo estrogénico de LNG y de sus dihidro y tetrahidro-

derivados en el sistema de expresión en levaduras. 

Los resultados obtenidos de la transactivación del gen de la β-galactosidasa en el sistema de 

expresión en levaduras,  utilizando diferentes concentraciones de LNG y de sus metabolitos 

reducidos en el anillo A, 5α-LNG, 3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG se muestran en la Figura 5.  

 

El E2, ligando específico del REhα y que se utilizó como control positivo del experimento, 

como era de esperarse, fue el esteroide con el que se observó el mayor efecto de 

       3α,5αLNG 
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 transactivación del gen de la β-galactosidasa, con una respuesta, en términos de 

actividad enzimática, dependiente de la dosis. Esta respuesta se observó aun a la 

concentración más baja empleada de 0.1 nM, siendo significativamente diferente del 

vehículo (p < 0.005) a partir de la concentración de 0.5 nM, detectándose el máximo efecto 

a 2 nM (Figura 5). 

 

La transactivación del gen de la β-galactosidasa con el tetrahidro 3β,5αLNG, se logró a la 

concentración de 250 nM con un máximo de actividad a 500 y 600 nM, significativamente 

diferente (p < 0.005) del control de vehículo (Figura 5).  

 

El derivado 3α,5α-LNG,  aunque con menor potencia que el 3β,5α-LNG logró también 

transactivar el gen de la β-galactosidasa, siendo significativamente (p < 0.005) diferente del 

vehículo. La máxima actividad de la β-galactosidasa se observó también con las 

concentraciones de 500 nM y 600 nM.  

 

El LNG y su derivado 5α-LNG aun a la elevada concentración de 1000 nM, no fueron 

capaces de transactivar a la β-galactosidasa, un comportamiento similar fue observado con 

P4, P5, T, DHT y el V, los cuales se utilizaron como controles negativos. 
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Figura 5. Evaluación de la potencia estrogénica de levonorgestrel y de sus metabolitos reducidos en el anillo 

A, en función de su capacidad para transactivar el gen de la β-galactosidasa. El estradiol (E2), que fue 

utilizado como control positivo, fue el esteroide más potente para transactivar a la β-galactosidasa. El 3β,5α-

LNG fue capaz de transactivar el sistema de expresión de levaduras con un máximo efecto a las 

concentraciones de 500 y 600 nM. El 3α,5α-LNG a las mismas concentraciones, presentó un efecto 

notoriamente menor que su isómero 3β. El LNG y su derivado 5α-reducido, no transactivaron el sistema de 

levaduras, efecto similar al observado con progesterona (P4), pregnenolona (P5), testosterona (T), 

dihidrotestosterona (DHT) y el vehículo (V), utilizados como controles negativos. Cada punto representa la 

media ± la desviación estándar de 5 experimentos por triplicado. 
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 Las dosis media efectivas (DE50) calculadas para el E2 y los tetrahidros de LNG, 3β,5α 

y 3α,5α para la inducción de la actividad de β-galactosidasa en el sistema de expresión en 

levaduras, se pueden observar en la Tabla 2.  

 

Tabla 2. Dosis medias efectivas de E2 y de los tetrahidros 3β,5α-LNG y 3α,5α-LNG capaces de 

transactivar el sistema de expresión en levaduras. 

Esteroides                                                                                           DE50 [nM]* 

E2                                                                                                             0.70 

3β,5α-LNG                                                                                              524 

3α,5α-LNG                                                                                             1093 

* La potencia de tipo estrogénico de los tetrahidros de LNG se estableció con base en la dosis media efectiva 

(DE50) calculada con el programa computacional Microcal Origin TM 
 

 

 

 

9.3.1. Inhibición de la actividad estrógenica del 3β,5α-LNG y de su isómero 3α con el  

antiestrógeno esteroidal ICI-182,780, en el sistema de expresión en levaduras. 

El  antiestrógeno  ICI-182,780  fue  capaz  de  inhibir  el   70.5 %   de  la  actividad  de  la 

β-galactosidasa inducida por el E2. Así también el ICI-182,780 disminuyó en un 47.6 % la 

transactivación  mediada  por  el  metabolito 3β,5α-LNG,  mientras  que  la  actividad  de  

β-galactosidasa inducida por el  3α,5α-LNG, se inhibió en un 35.9 % en  presencia del 

antiestrógeno. El ICI-182,780 a la misma concentración que se utilizó para inhibir los 

efectos de tipo estrogénico inducidos por los tetrahidros de LNG, no fue capaz de 

transactivar el sistema de expresión de levaduras (Figura 6).  
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Figura 6.  Efecto  del  antiestrógeno  esteroidal   ICI-182,780   sobre    la   transactivación  del   gen   de  la  

β-galactosidasa, inducida por E2, 3β,5α-LNG y 3α,5α-LNG. Los resultados observados en la gráfica 

muestran que el ICI-182,780 inhibió en  un 70.5 % la actividad mediada por el E2, e inhibió  en un 47.6 %  y  

en  un  35.9 % la transactivación inducida por el 3β,5α-LNG, y por el 3α,5α-LNG respectivamente. Cada 

punto representa la media  ±  la desviación estándar de 5 experimentos por triplicado. 

 

 

 

9.3.2. Efecto del EE2 en combinación con los tretrahidros 3β,5α-LNG o 3α,5α-LNG 

sobre el sistema de expresión en levaduras. 

Los resultados obtenidos de las incubaciones de 250 nM de 3β,5α-LNG y de 600 nM del 

3α,5α-LNG  en  combinación  con  0.5 nM  de  EE2  no  mostraron un efecto de tipo 

sinérgico sobre  la actividad de la β-galactosidasa sino que el efecto observado fue el 
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 resultado de la suma del efecto inducido por el EE2 solo + el efecto individual del 

3α,5α- ó del 3β,5α-tetrahidro LNG (Figura 7).  

 
 

 

Figura 7. Efecto del etinil estradiol (EE2) en combinación con 3β,5α-LNG o 3α,5α-LNG, sobre la 

transactivación del gen de la β-galactosidasa en el sistema de expresión en levaduras. Los resultados 

mostrados en la gráfica indicaron que la combinación de EE2 con los metabolitos tetrahidro-reducidos de 

LNG,  tuvo un efecto aditivo. Cada punto representa la media ± la desviación estándar de cinco experimentos 

por triplicado. 
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 9.4. Características de la unión de los receptores de progesterona estrógeno-

dependientes, inducidos por la administración del derivado 3β,5α-LNG en las ratas 

hembras castradas. 

 

Los resultados de la inducción de los receptores de progesterona en la hipófisis anterior de 

las ratas hembras castradas después de la administración de BE2 ó 3β,5α-LNG se observan 

en la gráfica del análisis de los gradientes de sacarosa (Figura 8). 

 

La administración de 2.5 mg/día/6 días consecutivos del tetrahidro 3β,5α-LNG a las ratas 

castradas, restableció en la hipófisis anterior de los animales tratados, la presencia de los 

RP estrógeno-dependientes, como se observa en la gráfica de  los gradientes  de sacarosa 

(Figura 8). El tratamiento con dosis de 5 µg/día/6 días de BE2, utilizado como control 

positivo del experimento, resultó en unan mayor inducción de los RP,  que la producida por 

el 3β,5α-LNG; mientras que con la administración de propilenglicol, vehículo en el que se 

administraron los compuestos, no se detectó la presencia de moléculas capaces de unirse al 

ORG2058-3H (Figura 8). El exceso de 100 X de ORG2058 radioinerte inhibió totalmente la 

unión del radioligando tritiado a los RP. 

 

El coeficiente de sedimentación de los RP inducidos por el 3β,5α-LNG fue de 7.2 S, 

resultando idéntico al coeficiente de sedimentación de los RP inducidos por el BE2 y al 

reportado en la literatura para estos receptores. 
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Figura  8.  Representación gráfica de la inducción del receptor de progesterona dependiente de estrógenos en 

la hipófisis anterior de ratas hembras adultas castradas,  analizada en gradientes lineales de sacarosa, después 

de la administración de 2.5 mg/día/6 días de 3β,5α-LNG ( ), utilizando ORG2058-3H como radioligando. 

Un grupo de ratas tratadas con 5µg/día/6 días de BE2 se utilizó como control positivo de los experimentos 

( ). La albúmina de suero de bovino (ASB) se empleó como marcador externo. El exceso de 100 x de  

ORG2058 radioinerte ( ) inhibió totalmente la presencia de los RP. El coeficiente de sedimentación del 

complejo ORG 2058-3H/RP inducido por el 3β,5α-LNG  fue de 7.2 S, idéntico al inducido por el BE2. Un 

grupo de animales tratados con el vehículo ( ) sirvió como control negativo.  
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 10. DISCUSIÓN 

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación, demostraron que el LNG y 

sus derivados dihidro y tetrahidros exhibían muy poca o ninguna afinidad por los RE del 

citosol del útero de las ratas prepúberes (Lemus y cols., 1992); sin embargo, recientemente 

se reportó en la literatura que la adición de grandes dosis de LNG a cultivos de células 

obtenidas de cáncer mamario estrógeno-dependiente, inducían el crecimiento y la 

proliferación celular y que estos efectos eran inhibidos por un antiestrógeno pero no por 

una antiprogestina (Van der Burg, 1991; Jeng y cols., 1992; Van der Burg y cols., 1992; 

Catherino y cols., 1993; Schoonen y cols., 1995 a,b). Estos informes nos motivaron a 

revalorar  la interacción del LNG y de sus derivados reducidos en el anillo A con los RE, 

así como sus acciones de tipo estrogénico, tomando ventaja de que actualmente se dispone 

en nuestro laboratorio de técnicas de biología molecular que con una mayor sensibilidad y 

precisión nos permitieron esclarecer los mecanismos de acción a nivel molecular, 

responsables de la expresión de los efectos de tipo estrogénico inducidos por el LNG 

después de su administración.  

 

El proceso de síntesis del 5α-LNG, 3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG, del cual se obtuvieron 

compuestos de alta pureza química, permitió la realización de los diferentes procesos 

experimentales que constituyen este trabajo de tesis. 

 

Los resultados más relevantes obtenidos del análisis de competencia de LNG y sus 

derivados 5α-LNG, 3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG por los RE, demostraron por  primera vez 

que el derivado 3β,5α-LNG y en menor proporción su epímero 3α,5α-LNG, compiten 
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 eficientemente  con el radioligando específico E2-3H por  los sitios activos de los RE 

(Figura 4), pero que la  afinidad de unión relativa, así como la constante de inhibición al 

50% del 3β,5α-LNG y del 3α,5α-LNG, son significativamente menores que las del E2 

radioinerte empleado como control experimental (Tabla 1). Estos resultados sugieren que 

los efectos de tipo estrogénico del LNG reportados en la literatura (Van der Burg, 1991; 

Van der Burg y cols., 1992; Catherino y cols., 1993; Schoonen y cols., 1995a,b ) podrían 

estar mediados por sus tetrahidro-derivados formados por la bioconversión enzimática del 

LNG en las células y tejidos en que han sido estudiados. Por otro lado, los datos obtenidos 

también son congruentes con los reportados para los derivados reducidos en el anillo A de 

otras progestinas sintéticas de la serie 19-nor como la noretisterona y el gestodeno (Chávez 

y cols., 1985; Lemus y cols., 2000). 

 

En los mismos experimentos de competencia se demostró que el LNG y su derivado 5α 

reducido, el 5α-dihidro LNG, fueron incapaces de unirse a los RE aun a las máximas 

concentraciones utilizadas; estos resultados confirman lo informado por varios 

investigadores sobre la falta de unión del LNG a los RE (van Kordelaar y cols., 1975 a, b; 

Pollow  y cols., 1989; Phillips y col., 1990; Lemus y cols., 1992) y amplían el 

conocimiento de que el 5α-LNG tampoco es capaz de  unirse a los RE (Chávez y cols., 

1985; Lemus y cols., 2000) y por lo tanto que los efectos de tipo estrogénico no pueden ser 

atribuidos a la acción de LNG per se, ni a su derivado 5α-reducido.  

 

La unión de un esteroide a un receptor determinado no necesariamente se traduce en una 

respuesta de tipo agonista, por lo que los resultados obtenidos de la unión de los tetrahidros 
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 3α,5α y 3β,5α de LNG no son suficientes para establecer que estos derivados sean los 

responsables de los efectos de tipo estrogénico atribuidos al LNG. La expresión de los 

efectos biológicos estrogénicos de los tetrahidros de LNG, se demostró en el sistema de 

levaduras co-transfectadas  con  el  gen  del  receptor humano α de estrógenos,  a  través  de  

la expresión de  la β-galactosidasa.   Los   resultados   demostraron  que  aun  cuando  la   

actividad  de   la  β-galactosidasa fue estimulada por el 3β,5α-tetrahidro LNG y en menor 

proporción por el 3α,5α-LNG, la potencia estrogénica y eficacia de los metabolitos de 

LNG en este sistema, en términos de la DE50, que fueron de 524 nM para el 3β,5α-LNG y 

de 1093 nM para el 3α,5α-LNG,  son significativamente menores en comparación con la 

DE50 del E2 de 0.70 nM. El LNG y su derivado 5α-LNG no fueron capaces de transactivar 

el gen de la β-galactosidasa en el sistema de levaduras, lo cual es congruente con la falta de 

unión de estos compuestos a los sitios activos de los RE, como se observó en los estudios 

de competencia. Los esteroides utilizados como controles experimentales negativos: 

pregnenolona, progesterona, testosterona y dihidrotestosterona, aun a las altas 

concentraciones empleadas, fueron incapaces de transactivar el sistema de levaduras no 

existiendo diferencia significativa con el vehículo (Figura 5). 

 

Una mayor evidencia de que los efectos de tipo estrogénico de los metabolitos de LNG son 

mediados a través de los receptores intracelulares de estrógenos, se obtuvo en los 

experimentos en los que se estudió la acción inhibitoria del ICI-182,780 sobre la expresión 

de la β-galactosidasa inducida por el 3β,5α-LNG en el modelo de expresión en levaduras. 

El ICI-182,780 solo, no fue capaz de inducir la transactivación de la β-galactosidasa, 

descartándose la posibilidad de la expresión de una actividad estrogénica agonista de este   
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 antiestrógeno. La  activación de  la β-galactosidasa inducida por el 3α,5α-LNG o el 

3β,5α-LNG incubados simultáneamente con el antiestrógeno ICI-182,780 mostró una 

disminución significativa (p< 0.005) en comparación con la exhibida por los tetrahidros 

solos, en el modelo de levaduras co-transfectadas. La inducción de la actividad de la β-

galactosidasa por el estradiol, utilizado como control positivo, fue inhibida eficientemente 

por el antiestrógeno. Aun cuando los efectos del E2 y de ambos tetrahidros de LNG fueron 

inhibidos significativamente por el ICI-182,780 (p<0.005), no se logró la abolición total de 

la actividad enzimática, lo cual puede ser atribuido a una baja permeabilidad del 

antiestrógeno en las levaduras, de acuerdo a como lo han señalado Lyttle y cols. (1992). 

 

Recientemente, Mosselman y cols.(1996) y Kuiper y cols. (1996; 1997), demostraron en 

diferentes tejidos humanos, la presencia de un nuevo subtipo del receptor intracelular de 

estrógenos al cual denominaron receptor de estrógenos β (RhEβ) para diferenciarlo del ya 

conocido, denominado como receptor de estrógenos α (RhEα). Los resultados obtenidos en 

el presente trabajo de tesis no permiten establecer si las acciones de tipo estrogénico 

ejercidas por los derivados 3α,5α-LNG y 3β,5α-LNG son mediados a través del subtipo β 

del RE. Sin embargo, una publicación reciente de nuestro laboratorio demostró en células 

HeLa, transitoriamente co-tranfectadas con los genes del RhEα o del RhEβ y con  ERE 

fusionados al gen reportero de la cloranfenicol acetil transferasa (CAT),  que los tetrahidros 

3α,5α y 3β,5α del LNG fueron capaces de transactivar a la CAT a través del RhEα, pero 

no exhibieron ningún efecto mediado por el RhEβ (García-Becerra y cols., 2002). 
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 Los resultados de los experimentos en los que se adicionaron al sistema de levaduras 

los tetrahidros 3α,5α o 3β,5α de LNG simultáneamente con etinil estradiol, no mostraron 

un efecto estrogénico sinérgico sino que el efecto observado fue el resultado de la suma de 

los efectos individuales de los tetrahidros y del EE2, lo cual sugiere que en las 

formulaciones anticonceptivas que contienen LNG y EE2, los efectos débiles de tipo 

estrogénico inducidos por los productos de la conversión metabólica del LNG (3α,5α y 

3β,5α-LNG) no potencian las acciones estrogénicas del EE2. 

 

La interacción del 3β,5α-LNG con los RE, en los experimentos de competencia, así como 

los resultados obtenidos en el modelo de expresión en levaduras que demostraron que la 

actividad de tipo estrogénico del tetrahidro 3β,5α-LNG es mediada a través de los RE, se 

confirmó en un modelo animal in vivo. En efecto, el derivado no fenólico 3β,5α reducido 

del LNG administrado a dosis elevadas (2.5 mg/día/6 días) a las ratas hembras adultas 

castradas, incrementó notoriamente el contenido de los RP estrógeno-dependientes, en el 

citosol de la hipófisis anterior de los animales castrados. Este incremento en los RP, 

inducidos por el 3β,5α-LNG, fue sin embargo, significativamente menor que el inducido 

por la administración de dosis pequeñas de benzoato de estradiol, empleado como control 

experimental. Los RP, inducidos tanto por el metabolito 3β,5α-LNG como por el BE2, 

presentaron el mismo coeficiente de sedimentación de 7-9 unidades Svedberg en los 

gradientes lineales de sacarosa (Figura 8). Estos resultados demuestran que la actividad 

estrogénica del 3β,5α-LNG, manifestada en el sistema celular de expresión en levaduras, se 

confirma en un modelo in vivo, utilizando un marcador altamente específico de la acción 
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 estrogénica, como es la inducción del receptor estrógeno-dependiente de progesterona 

en la hipófisis anterior de la rata hembra ovariectomizada. 

 

El análisis de todos los resultados obtenidos de la serie de estudios experimentales 

presentados en esta tesis, demuestra que los efectos genómicos de tipo estrogénico, 

observados después  de la administración de grandes dosis de LNG, una progestina sintética 

de segunda generación, son mediados por dos de sus metabolitos reducidos en el anillo A 

de su molécula, el 3β,5α-LNG y el 3α,5α-LNG, que interactuan con el RhEα y son 

capaces de activar genes dependientes de estrógenos.  
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 11. CONCLUSIONES 
 

 El tetrahidro 3β,5α-LNG y en menor proporción el 3α,5α-LNG, interactuan 

específicamente con los sitios activos del RE con una afinidad de unión relativa 

notoriamente menor que la del E2. 

 
 El LNG y su derivado 5α-LNG no son reconocidos por los sitios activos del RE. 

 

 Los derivados reducidos 3α,5α y 3β,5α de LNG, en el sistema de transactivación en 

levaduras son capaces de transactivar  el gen de la β-galactosidasa a través del RhEα en 

este sistema de expresión.  

 

 De acuerdo a la dosis media efectiva calculada, el derivado 3β,5α-LNG es dos veces 

más potente  que   su   isómero   3α,5α-LNG  para   transactivar  el  gen   de  la β-

galactosidasa el sistema de expresión en levaduras, pero es 750 veces menos potente 

que el E2. 

 

 El efecto de tipo estrogénico de los metabolitos reducidos en el anillo A del LNG 

observado en el sistema de expresión en levaduras, es un efecto genómico, ya que pudo 

ser inhibido por el antiestrógeno esteroidal ICI-182,780. 

 

 El 3β,5α-LNG a dosis elevadas es capaz de inducir los RP estrógeno-dependientes en la 

hipófisis anterior de la ratas hembras adultas castradas, aunque con una potencia menor 

que la del E2. 
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  Los resultados de todos los experimentos realizados en esta tesis, contribuyen a 

esclarecer el mecanismo por el cual el LNG administrado a grandes dosis induce 

efectos de tipo estrogénico, demostrando como sus derivados 3β,5α-tetrahidro LNG y 

en menor proporción el 3α,5α-tetrahidro LNG son los responsables de los efectos de 

tipo estrogénico atribuidos al LNG. 

 

 Todos los resultados obtenidos del trabajo experimental de tesis confirman la hipótesis 

planteada.  
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