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Resumen

Resumen

El gestodeno (GSD) es una progestina sintética derivada de la 19-
nortestosterona, que en diversas formulaciones farmacéuticas, ha sido utilizado
por millones de mujeres como agente regulador de la fertilidad. A partir de los
estudios epidemiolégicos realizados por la Organizacion Mundial de la Salud, en
los que se sugiere que existe una relacion entre el uso de formulaciones
anticonceptivas que contienen estrégenos y progestagenos con el incremento en
el riesgo de cancer de mama, aparecieron en la literatura un importante nimero
de reportes contradictorios, ya que mientras algunos autores consideran que es el
estrogeno el responsable del incremento de ese riesgo, otros se lo atribuyen a las
progestinas. Aun cuando los efectos de los estrogenos sobre el inicio y la
progresion del cancer de mama han sido bien estudiados, se desconoce el riesgo
al que pueden estar expuestas las mujeres bajo tratamiento anticonceptivo o de
reemplazo hormonal con progestinas sintéticas. Existe una serie de estudios que
han demostrado que las progestinas sintéticas, incluido el GSD, fueron capaces
de inducir in vitro la proliferacion de las células MCF-7 de cancer de mama. Este
efecto de tipo estrogénico, sobre la proliferacién celular, es dificil de explicar
debido a que el GSD y otras progestinas como la Noretisterona y el
Levonorgestrel no interactian con los receptores intracelulares de estrogenos;
ademas de que por impedimentos estéricos en su molécula, no es posible su
aromatizacion. Los estudios previos del grupo de investigacion con el cual se
realizé el presente trabajo, han demostrado que en diferentes 6rganos blanco a la

accion de hormonas esteroides como hipotalamo, hipofisis y prostata ventral de
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Resumen

roedores, las progestinas sintéticas 19-nor se biotransforman en metabolitos no-
fendlicos 5a-dihidro y 3a,5a- y 3B,5a-tetrahidros. Un hallazgo importante fue que
los tetrahidros de las progestinas estudiadas interactian, aunque con baja
afinidad, con los receptores intracelulares de estrégenos y que ademas, son
capaces de inducir efectos de tipo estrogénico en diferentes modelos
experimentales. El objetivo del presente trabajo fue investigar tanto la capacidad
enzimatica de las células de cancer de mama MCF-7 para biotransformar GSD en
sus metabolitos reducidos en el anillo A, como explorar el efecto de GSD y sus
derivados 5a-reducidos sobre la proliferacion de las células MCF-7 mantenidas en
cultivo. Para estudiar el metabolismo del GSD, se empled la técnica de dilucién
isotopica inversa, utilizando como sustrato al GSD-[**C]. Esta técnica incluye
cromatografia en placa fina en sistemas de disolventes de diferente polaridad y la
recristalizaciéon de los metabolitos isotopicamente marcados, hasta la obtencion
de actividad especifica constante. Los resultados de estos estudios demostraron
que las células MCF-7 biotransformaron eficientemente al GSD-[**C] en los
metabolitos no-fendlicos 5a-dihidroGSD vy los tetrahidros 3a,50-GSD y 3p,5a-
GSD. EI efecto del GSD y de sus derivados dihidro y tetrahidros sobre la
proliferacion de las células MCF-7 se evalu6 mediante la determinacion del
contenido del DNA. Los resultados obtenidos demostraron que los derivados
tetrahidro reducidos, producto de la conversibn metabdlica del GSD
incrementaron la proliferacion de las células MCF-7, de manera similar, aunque
con menor eficiencia a como lo hizo el estradiol, empleado como control positivo,
mientras que la molécula original de GSD asi como el derivado 5a-reducido,

indujeron la proliferacion celular sélo a las mas altas concentraciones (100 nM y
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Resumen

1000 nM) y en los tiempos mas prolongados de tratamiento (48 y 72 h). En
experimentos adicionales dirigidos a comprender el mecanismo por el cual GSD y
sus metabolitos inducen la proliferacion de las células MCF-7, estos se incubaron
en presencia o ausencia de los siguientes antagonistas de hormonas esteroides:
ICI 182,780 (antiestrégenos), Flutamida (antiandrogenos) y RU 486
(antiprogesterona). Los resultados mostraron que el antiestrogeno inhibio
eficientemente la proliferacion de las células MCF-7 inducida por los dos
tetrahidros de GSD mientras que, ni la antiprogestina ni el antiandrégeno
inhibieron la proliferacion celular inducida por estas moléculas. Los resultados en
su conjunto, mostraron que las células MCF-7 tienen la capacidad enzimatica
para biotransformar GSD en sus tetrahidros, siendo el 3B,5a, y el 3a,5a los
responsables de la proliferacion de las células MCF-7 de cancer de mama y no
GSD. Asimismo, sugieren fuertemente que el efecto de los tetrahidros sobre la
proliferacion de las células MCF-7 es mediado a través del receptor de

estrogenos.
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Abstract

Abstract

Gestodene, a synthetic 19-norprogestin has been used as contraceptive agent for
millions of women. Epidemiological studies have raised concern over the
relationship between contraceptive therapy with 19-norprogestins and a risk to
develop breast cancer. Results from several studies have demonstrated that
gestodene stimulates proliferation of estrogen-dependent MCF-7 breast cancer
cells, effect that was inhibited by the presence of an antiestrogen, but not by an
antiprogestin. A question arises because gestodene does not interact with
estrogen receptors nor is able to be aromatized. Previous reports from our
laboratory have shown that radiolabelled 19-norprogestins norethisterone and
levonorgestrel, incubated with steroid target organs, undergo extensive enzymatic
reductions on A-ring of their molecule, to form dihydro and tetrahydro metabolites
which bind to estrogen receptor and were able to induce estrogen-like effects, in
experimental models. The aim of the present study was to investigate the capacity
of MCF-7 cells to metabolize [**C]-Gestodene, using an isotope dilution technique,
as well as to determine the effect of gestodene and its reduced derivatives, to
induce MCF-7 cell proliferation, in the presence or absence of steroid antagonists.
Cell proliferation was determined by fluorometric quantitation of cell DNA content.
Our results demonstrated that MCF-7 cells were able to biotransform gestodene
into 5a-dihydro, 3a,5a-tetrahydro and 3pB,5a-tetrahydro metabolites, which
efficiently induced MCF-7 cell proliferation that was inhibited by an antiestrogen

ICI 182,780, but neither by an antiprogestin RU 486 nor antiandrogen Flutamide.
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Abstract

Our findings can contribute to understand the mode of action of gestodene in order

to induce estrogen-like effects, such as MCF-7 cell proliferation.
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Introduccion

1. Introduccién

El cdncer es uno de los principales padecimientos que causan un gran numero de
defunciones a nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
pronosticado que aumentaran las muertes por cancer de 8.2 millones al afio a 13

millones por afio (OMS, 2014)

De acuerdo a estimaciones de la OMS, en 2012, en la poblacion femenina, el
carcinoma mamario represento el 4.65 % del total de las neoplasias malignas, con
536,429 defunciones, seguido por el céncer cérvico-uterino con 264,149
defunciones. Aun cuando el cancer de mama esta considerado como un
padecimiento propio de poblaciones desarrolladas, la mayoria de las defunciones
se registran en paises en vias de desarrollo debido a la falta de atencion médica

para la deteccién oportuna del padecimiento (OMS, 2015).

El incremento en el desarrollo del carcinoma de mama se ha atribuido a multiples
factores de riesgo, algunos de los cuales se indican en el cuadro 1 (Campagnoli et

al., 2005; Lacey et al., 2009; Brown y Hankinson, 2015; Kaminska et al., 2015).
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Introduccion

Cuadro 1. Factores que pueden contribuir a incrementar el riesgo a padecer
cancer de mama

Menarca temprana (antes de los 12 afios de edad)
Menopausia tardia (posterior a los 50 afios)
Nuliparidad

Primer embarazo tardio (posterior a los 30 afios)
Obesidad pre y posmenopausica

YV V. V V V V

Terapia prolongada a base de estrogenos
e Terapia anticonceptiva para las mujeres en etapa reproductiva

e Terapia de reemplazo hormonal para las mujeres en posmenopausia

A\

Antecedentes familiares directos (abuela, madre y hermanas)

» Presencia de genes de susceptibilidad al cancer de mama, como el BRCA-1
y BRCA-2

1.1. Cancer de Mama en México

En México, los tumores malignos son una de las mayores causas de mortalidad,
tan solo superada por los padecimientos cardiacos y la diabetes mellitus. El
cancer de mama es, en la mujer mexicana, la principal causa de muerte por
neoplasias malignas y se presenta con mayor frecuencia a partir de los 40 afios
de edad (INEGI, 2015). En el afio 2004, el cancer cérvico-uterino, en mujeres de
25 afos y mas, fue la principal causa de muerte por padecimientos malignos, pero
a partir de 2005 y hasta la fecha, el cancer mamario ocupa el primer sitio (INEGI,
2015); asi, en 2014 se registraron 38,000 defunciones causadas por tumores

malignos, de las cuales 6,004 fueron debidas al cancer de mama (INEGI, 2015).
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Introduccion

La terapia anticonceptiva combinada de estrégenos y progestinas es utilizada en
México por un gran numero de mujeres en edad reproductiva, como un método
reversible de control de la fertilidad, por lo que su uso prolongado, que puede ser
hasta de mas de 10 afios, ha sido considerado como un factor de riesgo para el
desarrollo del cancer de mama (Fournier et al., 2005; Amadou et al., 2013;

Kaminska et al., 2015; Navarro-lbarra et al., 2015).

Por otra parte, la esperanza de vida al nacimiento de la mujer, es actualmente de
75 afios, sin embargo, el rango de edad en el cual suele presentase la
menopausia (45 a 50 afios), no ha cambiado, por lo que una gran parte de su vida
transcurrird dentro de esta etapa. Durante la posmenopausia, la terapia de
reemplazo hormonal con estr6genos es requerida para prevenir o aminorar
problemas importantes de salud, como la osteoporosis. Como se indica en el
Cuadro 1, la exposicion a estrogenos y progestinas, por periodos de tiempo
prolongados es otro de los factores de riesgo para el desarrollo del cancer de
mama (Fournier et al., 2005; Amadou et al., 2013; Kaminska et al., 2015; Navarro-

Ibarra et al., 2015).

1.2. Progestinas sintéticas

En la actualidad, las progestinas sintéticas mas empleadas en terapia de
reemplazo hormonal y como agentes anticonceptivos son aquellas derivadas de la
19-nortestosterona, llamada asi por carecer del grupo metilo del carb6on 13 de la

molécula esteroide. En virtud de que la principal via de administracion de estas
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progestinas es la oral, fue necesario introducir en el carbon 17 de la molécula, un
grupo etinilo para evitar su degradacion en el ambiente acido del estobmago

(Dustenberg et al., 1987; Stanczyk y Archer, 2014).

En 1954, en los Laboratorios Farmaceéuticos Syntex de México, el grupo de
quimicos mexicanos encabezado por el Dr. George Rosenkranz sintetizé la
Noretisterona (NET) que fue la primera progestina de la serie 19-nor que se utilizd
en terapia anticonceptiva (Djerassi et al., 1954). La sintesis de esta progestina
constituyé un gran aporte al mundo, ya que su estructura fue la base para el
desarrollo de un gran nimero de progestinas, y su importancia ha sido reconocida
al incluir los nombres de Carl Djerassi, Luis E. Miramontes y George Rosenkranz
en el Salén de la Fama de Inventores en los Estados Unidos de Norteamérica,
compartiendo honores con inventores notables tales como Marconi, Pasteur, Bell,

Edison y los hermanos Wright, entre otros.

En 1963 se desarrollaron nuevas y mas potentes moléculas con actividad
progestacional, que vinieron a constituir la segunda generacién de progestinas

sintéticas de la serie 19-nor, como el Levonorgestrel (LNG) (Smith et al., 1963).

En la bausqueda de progestinas con mayor potencia biolégica, a partir de 1987 se
sintetizo la tercera generacion de progestinas sintéticas a la cual pertenece el
Gestodeno (GSD) (Stickland et al.,, 1987; Fotherby y Caldwell, 1994; Wilde y

Balfour, 1995), el cual se ha utilizado ampliamente en anticoncepciéon hormonal
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debido a su alta efectividad, seguridad y aceptabilidad (Junge et al., 2013;

Stanczyk et al., 2013; Hofmann et al., 2014; Stanczyk y Archer, 2014).
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2. Antecedentes

El Gestodeno (GSD; 17a-etinil-133-etil-17p-hidroxi-4,15-gonadien-3-ona) (Fig. 1)
es una potente progestina sintética derivada de la 19-nortestosterona que se
utiliza en mujeres en edad reproductiva como terapia oral anticonceptiva para la
regulacion de la fertilidad, asi como en la posmenopausia en terapia de reemplazo

hormonal (Junge et al., 2013, Stanckzyk et al., 2013; Hofmann et al., 2014).

/
o
Figura 1. Estructura quimica de Gestodeno

Las diversas formulaciones anticonceptivas que contienen GSD (dosis de 60 a 75
pg) combinado con un estrogeno, principalmente etinil estradiol (dosis de 15 a 30
ug), se ofrecen bajo diferentes nombres comerciales tales como Gynovin®,

Harmonet® y Melodene®, entre otros.

En los anticonceptivos hormonales combinados, tanto el estrégeno como la
progestina, bloquean, a nivel hipotalamico, la sintesis y liberacién de la hormona
inhibidora de gonadotrofinas (GnRH) (Jung-Hoffman et al., 1988; Wilde y
Balfour,1995; Kuhl, 1996) y a nivel hipofisario, la sintesis y liberacién de la
hormona luteinizante (LH) y de la hormona estimulante del foliculo (FSH)
(Sonalkar et al., 2014; Evans y Sutton, 2015), lo cual impide el desarrollo y
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maduracion del foliculo ovarico y consecuentemente la ovulacién (Stickland et al.,
1987; Jung-Hoffman et al., 1988; Wilde y Balfour,1995; Kuhl, 1996; Stanczyk y
Archer, 2014). En cambio, en la terapia de reemplazo hormonal, utilizada
particularmente en la etapa de la posmenopausia, las formulaciones
anticonceptivas combinadas que contienen estréogenos y progestinas sintéticas
como el GSD, se utlizan para eliminar o aminorar, los signos y sintomas
ocasionados por la deficiencia de estrogenos y progesterona (Stanczyk et al.,

2013; Bassuk y Manson, 2015).

La presencia del doble enlace en el anillo D del GSD le confiere a esta molécula
caracteristicas especiales en su interacciéon con los receptores de hormonas
esteroides, asi como en sus efectos endocrinoldgicos y farmacoldgicos (Fotherby
y Caldwell, 1994). Asi, los informes en la literatura derivados de numerosas
observaciones, muestran que el uso de anticonceptivos hormonales orales
combinados que contienen GSD se ha asociado a patologias cardiovasculares
importantes, entre las que se menciona un incremento en la produccion de los
factores de coagulacion ViIl, VIII, X'y Xll, lo cual podria atribuirse al estrégeno, sin
embargo, una serie de estudios epidemiol6gicos ha sefialado que los
anticonceptivos hormonales que contienen GSD vy etinil estradiol, a diferencia de
los que contienen LNG vy etinil estradiol, inducen un incremento de 1.5 a 2 veces
del riesgo de tromboembolismo venoso profundo e infarto pulmonar (Poulter et al.,
1995; Farley et al., 1998; Vinogradova et al., 2015; van Vlijmen et al., 2015), por lo
cual, algunas agencias nacionales e internacionales de regulacion de

medicamentos han emitido recomendaciones de precaucion en el uso del GSD.
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Recientemente, varios grupos de investigadores publicaron datos que sugieren
una relacién entre el uso de las progestinas sintéticas 19-nor, como tratamiento
de reemplazo hormonal en mujeres posmenopausicas, con un mayor riesgo de
cancer de mama (Farhat et al., 2013; Munsell et al., 2014; Bassuk y Manson,
2015). Estos hallazgos indican que las progestinas 19-nor como el GSD inducen,
ademas de su efecto progestacional, efectos de tipo estrogénico, lo cual ha
originado una gran controversia debido a que las moléculas de estas progestinas
no interactiian con el receptor intracelular de estrogenos (Dusterberg et al., 1987;
Pollow et al., 1990; Africander et al., 2011) y por la ausencia del metilo angular del
carbono 10, no pueden aromatizarse (Gual et al., 1962; Jeng et al., 1992; Attardi

et al., 2008).

En los ultimos afos, el grupo de investigaciébn con el cual se desarroll6 este
trabajo de tesis, ha realizado estudios orientados a dilucidar los mecanismos por
los cuales las progestinas sintéticas de la serie 19-nor, como NET, LNG y GSD
ejercen multiples efectos de tipo hormonal. Los resultados obtenidos demostraron
que estas progestinas, en 6rganos blanco a la accién de hormonas esteroides, se
biotransforman a compuestos reducidos en el anillo A de la molécula, 5a-dihidro
3a,5a-tetrahidro y 3[3,5a-tetrahidro (Lemus et al., 2000; Larrea et al., 2001; Lemus
et al., 2001; Garcia-Becerra et al., 2002; Garcia-Becerra et al., 2006) los cuales al
interactuar en forma especifica, con diferentes receptores intracelulares para
hormonas esteroides, expresan efectos hormonales agonistas o antagonistas.

Estos hallazgos permitieron esclarecer que los efectos de tipo estrogénico
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observados después de la administracion de las progestinas sintéticas 19-nor, son
inducidos por los metabolitos 3B,5a-tetrahidro y 3a,5a-tetrahidro, aunque este
altimo con menor potencia, los cuales se unen al receptor intracelular de
estrogenos y son capaces de inducir, en diferentes modelos biolégicos
experimentales, efectos tipicamente estrogénicos (Pérez-Palacios et al., 1981;
Vilchis et al., 1986; Larrea et al., 1987; Morali et al., 1990; Pérez-Palacios et al.,
1992; Oropeza et al., 1994, Lemus et al., 2000; Santillan et al., 2001; Morali et al.,
2002; Enriquez et al., 2007; Lemus et al., 2009). Esta serie de estudios ha puesto
de manifiesto la importancia del metabolismo periférico de las progestinas

sintéticas 19-nor, en la modulacién de la expresion de sus efectos biologicos.

Una serie de estudios experimentales informados en la literatura, demostré que la
adicion de dosis elevadas de GSD a cultivos de células MCF-7 de cancer de
mama dependiente de estrégenos, fue capaz de inducir la proliferacion de estas
células, y el hecho de que tanto el crecimiento como la proliferacién de las células
MCF-7, inducidos por GSD, pudieron ser bloqueados con un antiestrogeno como
el ICl 164,384, pero no por una antiprogestina como el RU 486, sugiere
fuertemente una accion de tipo estrogénico ejercida por el GSD (van der Burg et
al., 1992; Catherino et al., 1993; Schoonen et al., 1995; Seeger et al., 2003). Sin
embargo, no se tiene informacion de la capacidad de las células MCF-7 para
metabolizar in situ al GSD para formar los compuestos dihidro y tetrahidro
reducidos, ni del papel que estos metabolitos podrian jugar en la expresion de los

efectos estrogénicos inducidos por GSD.
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3. Justificacion

La informacion existente en la literatura de observaciones derivadas de un
namero importante de estudios epidemiolégicos, muestra que el uso de
formulaciones que contienen progestinas sintéticas 19-nor asociadas a
estrogenos, utilizadas en terapia anticonceptiva y de reemplazo hormonal,
incrementan el desarrollo de patologias cardiovasculares como tromboembolismo
venoso profundo e inclusive infarto pulmonar, asi como también podrian
incrementar el riesgo a cancer de mama. Sin embargo, el uso de GSD como
componente de esas formulaciones y su relacion con el cancer de mama ha sido
muy poco estudiado. Por otra parte, varios grupos de investigadores han
reportado que el GSD fue capaz de inducir eficientemente la proliferacion de
células MCF-7 de cancer de mama dependiente de estrégenos, mantenidas en
cultivo. Estas observaciones que sugieren efectos de tipo estrogénico inducidas
por el GSD, han causado gran controversia en virtud de que la molécula de GSD
no se une a los receptores de estrégenos ni es posible su aromatizacion, por lo
gue se ha sugerido, pero no se ha demostrado, que podrian ser los productos de
su metabolismo los causantes de los efectos estrogénicos inducidos por el GSD

después de su administracion.

El incremento en los dltimos 50 afios, de la esperanza de vida al nacimiento de la
mujer y el uso, por periodos de tiempo cada vez mas prolongados, de

tratamientos de reemplazo hormonal con progestinas sintéticas como el GSD, ha
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alertado a las instituciones de salud por los riesgos que puede implicar el uso de
esta progestina, por lo que un mejor conocimiento del origen de los efectos de tipo

estrogenico del GSD, contribuird a tomar las precauciones debidas para su uso.

Al ser el cancer de mama la principal causa de muerte por padecimientos
malignos en la mujer, los estudios que aporten mayor conocimiento sobre el
mecanismo por el cual el GSD podria ejercer efectos dafinos a la salud de las

usuarias, estaran plenamente justificados.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Determinar la capacidad de las células MCF-7 para biotransformar
enzimaticamente GSD marcado isotdpicamente con [**C], asi como evaluar el
efecto de gestodeno y sus derivados 5a-dihidroGSD, 3a,5a-tetrahidroGSD y

3B,5a-tetrahidroGSD sobre la proliferacion in vitro de las células MCF-7.

4.2. Objetivos Particulares

4.2.1. Estudiar el metabolismo de GSD isotépicamente marcado con [**C] en las
células MCF-7.

4.2.2. Investigar el efecto de GSD y de los productos de su conversion metabdlica
50-dihidroGSD, 3o0,5a-tetrahidroGSD y 3f,5a-tetrahidroGSD, sobre la induccion

in vitro de la proliferacion de las células MCF-7.

4.2.3. Determinar la interaccion de GSD y de sus derivados 5a-dihidroGSD,
3a,5a-tetrahidroGSD y 3B,5a-tetrahidroGSD con los receptores intracelulares de

esteroides.
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5. Hipotesis

Las células MCF-7 de carcinoma mamario humano dependiente de estrégenos,
tienen la capacidad de biotransformar enzimaticamente GSD a los metabolitos no
fendlicos, 3a,5a-tetrahidroGSD y 3p,5a-tetrahidroGSD, los cuales, a través de su

interaccion con el receptor intracelular de estrégenos, son capaces de inducir

in vitro la proliferacion de las células MCF-7.
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6. Material y Métodos

6.1. Material Bioldgico

La linea celular MCF-7 de carcinoma mamario humano dependiente de
estrogenos, fue donada amablemente por el Dr. Alejandro Zentella Dehesa, Jefe
de la Unidad de Bioquimica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran. Las células se mantuvieron, hasta su utilizacion, en un criotubo
con suero de feto de bovino (SFB) al 95 % (Invitrogen, Londres, Reino Unido) y
dimetilsulféxico (5 %) en nitrégeno liquido a una temperatura de -195° C. El SFB
se inactivd previamente por calentamiento a 55° C durante 30 min para

desnaturalizar las proteinas del complemento que pudieran ocasionar lisis celular.

6.2. Medio de Cultivo

Para el cultivo de las células MCF-7 se utilizé el Medio Eagle (Life Technologies,
Nueva York, EUA) modificado por Dulbecco (DMEM), con alto contenido de
glucosa (4.5 g/l), libre de rojo de fenol y con 10 % de SFB inactivado. Al medio se
le adicionaron: 1 % de aminoacidos no esenciales Gibco 100 X (Gibco BRL,
Gaithersburg, Maryland, EUA), piruvato sodico 1 mM, 3.7 g de bicarbonato de
sodio/l y una solucidbn de antibidticos-antimicotico (Gibco) constituida por
penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y anfotericina-B (250 ng/ml).
En virtud de que las células MCF-7 son dependientes de estrégenos, para facilitar

el mantenimiento y crecimiento celular, al cultivo se le agreg6 E, a una
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concentracion de 100 pM. Se verifico el pH a 7.4 y el medio se esterilizé a traves

de un filtro de poro de 0.22 um (Corning, Nueva York, EUA).

6.3. Cultivo celular

Las células MCF-7, que habian permanecido en nitrégeno liquido, se sometieron
a descongelaciéon rapida en bafio de agua a 37° C, se transfirieron a un tubo
estéril que contenia 9 ml del medio de cultivo DMEM y se centrifugaron a 800 X g
a 4° C, decantando cuidadosamente el sobrenadante para evitar la remocién del
boton celular, el cual se resuspendié en 10 ml del mismo DMEM. La suspension
celular se transfiri6 a una botella de cultivo de 75 cm? de superficie (T75) y se
observo al Microscopio Optico invertido ZEISS Modelo ID03 (Zeiss, Oberkochen,
Alemania) para verificar la viabilidad celular. Las botellas de cultivo se
mantuvieron a 37° C en un incubador Steri-Cult, Modelo 3310 (Termo Electron Co.
Mariete, Ohio, EUA) en atmdsfera himeda de 5 % de CO, en aire, hasta la
confluencia celular, la cual se alcanzd aproximadamente en cinco dias. El conteo

de las células se realiz6 mediante una Camara de Neubauer.

Las células asi cultivadas se utilizaron tanto para los estudios del metabolismo in
vitro de GSD-[**C] como para los estudios del efecto de GSD y de sus derivados

5a-reducidos sobre la proliferacion celular.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS CELULAS MCF-7 DE CANCER DE MAMA PARA BIOTRANSFORMAR
GESTODENO A METABOLITOS NO FENOLICOS CAPACES DE INDUCIR LA PROLIFERACION
CELULAR.

20



Material y Métodos

6.4. Material Radiactivo

El gestodeno (GSD; 13B-etil-17a-etinil-17p3-hidroxi-4,15-gonadien-3-ona), marcado
isotopicamente con [**C] en el grupo etinilo (GSD-[**C]), con actividad especifica
(a.e.) de 43.75 mCi/mmola, fue donado gentilmente por Schering AG de Berlin,
Alemania. La testosterona-4-[**C] (T-[**C]), con a.e. de 57 mCi/mmola se adquirié
en American Radiolabeled Chemicals, Inc. (San Luis, Missouri, EUA). La pureza
radioguimica de los esteroides marcados isotOpicamente, se comprobd por
cromatografia en capa fina en dos sistemas de diferente polaridad:
cloroformo:acetona (9:1) y benceno:acetato de etilo (2:1) (Lemus et al., 2001;

Pérez-Palacios et al., 2006; Lemus et al., 2009).

6.5. Esteroides Radioinertes

El GSD se obtuvo por la amable donacion de Schering Mexicana, S. A. de C. V.
(México, D.F., México). Los esteroides testosterona (T), 5Sa-dihidrotestosterona
(50-DHT), 3a,5a-androstandiol (3a,5a-diol), 3B,5a-androstandiol (3p,5a-diol)
A*-androstendiona (A*A) y estradiol (E,), se adquirieron en Sigma-Aldrich Co.
(San Luis, Missouri, EUA) y su pureza quimica se establecioé por cristalizaciones
sucesivas empleando solventes de diferente polaridad y por la determinacién de
los puntos de fusion de los cristales obtenidos. Los derivados 5a-reducidos del
GSD no estan disponibles en forma comercial por lo que fue necesario
sintetizarlos en el laboratorio. El 5a-dihidrogestodeno (5a-GSD) se sintetizo por

reduccion de la molécula de GSD con un reactivo de litio en amonio (Lemus et al.,
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2000). El 3a,5a-tetrahidro de GSD (3a,50-GSD) se preparé mediante la reduccion
de 5a-GSD con L-Selectride, en condiciones anhidras, mientras que el 3p,5a-
tetrahidrogestodeno (33,5a-GSD) se obtuvo al reducir 5a-GSD con borohidruro de
sodio (Lemus et al.,, 2000). La naturaleza quimica asi como la pureza de los
derivados de GSD se confirmé por su comportamiento en cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), espectro de absorcion de infrarrojo, por resonancia
magnética nuclear-[*H] y -[**C] y por la verificacién de sus puntos de fusién. Las
constantes fisicas y espectroscopicas de los derivados reducidos de GSD

sintetizados son:

5a-dihidro GSD

e Punto de fusion (PF): 168-170° C

e Espectro de Infrarrojo en KBr (IR): 3362, 3258, 3047, 2948, 2924, 2857,
2086, 1697 cm™

e Resonancia Magnética Nuclear (RMN)-'H (300 MHz, CDCls): & 5.92 (dd,
J=5.7y 1.5 Hz, 1H), 5.67 (dd, J=5.7 y 3.6 Hz, 1H), 2.60 (S, 1H), 0.867
(t, J=7.5 Hz, 3H)

e RMN-3C (75 MHz, CDCls): § 11.11, 20.36, 25.60, 29.51, 30.30, 30.37,
33.70, 38.74, 41.21, 43.67, 45.59, 47.91, 48.53, 55.80, 56.50, 74.89,
83.06, 83.82, 132.01, 135.56, 211.51

e Espectrometria de Masas de Bombardeo Atoémico Rapido (EMBAR):
313

3a,5a-tetrahidro GSD
e PF:178-181°C
e IR (KBr): 3567, 3392, 3252, 3051, 2929, 2089 cm?

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS CELULAS MCF-7 DE CANCER DE MAMA PARA BIOTRANSFORMAR
GESTODENO A METABOLITOS NO FENOLICOS CAPACES DE INDUCIR LA PROLIFERACION
CELULAR.

22



Material y Métodos

RMN-*H (300 MHz, CDCls): § 5.93 (dd, J = 5.7 y 1.52 Hz, 1H), 5.65 (dd,
J=5.7 y 3.6 Hz, H1), 4.09 (m, 1H), 2.60 (s, 1H) 0.85 (t, J=7.5 Hz, 3H)
RMN-'3C (75 MHz, CDCls): & 11.10, 20.38, 23.56, 25.18, 29.60, 30.74,
32.90, 33.45, 36.15, 39.05, 40.54, 46.96, 48.33, 55.87, 56.81, 66.33,
74.68, 83.31, 83.33, 132.30, 135.33.

EMBAR: 315

3B,5a-tetrahidro GSD

PF: 139-141° C
IR (KBr): 3373, 3281, 2919, 2859 cm™

RMN -'H (300 MHz, CDCls): § 5.84 (dd, J = 5.5y 1.2 Hz, 1H), 5.57 (dd,
J=5.5y 3.6 Hz, 1H), 3.47 (m, 1H), 2.53 (s,1H), 0.768 (t, J=7.2 Hz, 3H).
RMN-C (75 MHz, CDCls): § 10.83, 20.21, 25.37, 28.12, 29.42, 30.60,
33.22, 35.27, 38.86, 41.17, 42.86, 45.95, 48.11, 55.68, 56.60, 70.05,
74.18, 83.32, 131.99, 135.25.

EMBAR: 315

6.6. Antagonistas de hormonas esteroides

El antiestrégeno ICI 182,780 (ICl) se adquiri6 en Zeneca Pharma de Mexico, S.A.

de C.V. (México, D.F., México). La antiprogestina RU 486 (RU) y el antiandrogeno

Flutamida (FLU) se obtuvieron en Sigma Aldrich Co.

6.7. Reactivos y disolventes

Todos los reactivos y disolventes utilizados en el estudio fueron de grado

analitico.
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6.8. Metabolismo in vitro de GSD-[**C] en células MCF-7
6.8.1. Incubaciones

Para estudiar la capacidad de las células MCF-7 para bioconvertir in situ GSD a
sus derivados reducidos en el anillo A, se sembraron 2, 000, 000 de células MCF-
7 en cajas de Petri de 10 cm de diametro con 5 ml de DMEM desprovisto de E, y

suplementado solo con 5 % de SFB, el cual habia sido tratado previamente con
una suspension de carbon activado y Dextran T-70% en proporcion de 10:1 para

eliminar los esteroides enddgenos. Las células se incubaron a 37° C en atmdésfera
hameda de 5 % de CO en aire hasta que estuvieron adheridas a la superficie de
las cajas. Una vez comprobada la adhesion celular, se retir6 el medio de
incubacion reemplazandolo con 5 ml del DMEM sin E; con 5 % de SFB libre de
esteroides y 0.1 % de etanol que contenia 100,000 dpm en una concentracion
2 UM de GSD-[**C] y se incubaron a 37° C durante 15, 30, 45, 60 y 120 min. La
concentracion del sustrato GSD, para obtener la maxima formacién de
metabolitos 5a-reducidos, se eligié con base en la Ky de la enzima 5a-esteroide
reductasa (1-5 uM) y en la experiencia del grupo de investigacion en la realizacion
de multiples estudios de metabolismo in vitro de progestinas sintéticas, incluido el
GSD, en tejidos blanco a hormonas esteroides (Larrea et al., 1987; Lemus et al.,

1992; Lemus et al., 2001; Lemus et al., 2009).

Como controles se realizaron incubaciones simultdneas de células, en
condiciones experimentales idénticas, con T-[**C] a una concentracién de 2 uM y

100,000 dpm, asi como incubaciones con GSD-[**C] o T-[**C] sin células o con
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células inactivadas en un bafio de agua a 60° C durante 30 min y con agitacion

constante. El volumen final de todas las incubaciones fue de 5 ml.

Al término de los diferentes periodos de incubacion, las cajas de Petri se
colocaron sobre hielo (4° C), las células se desprendieron con la ayuda de un
“‘gendarme” y se transfirieron junto con el medio de cultivo a tubos cénicos de
centrifuga de 50 ml. Las cajas se lavaron varias veces con agua para asegurar la

total transferencia al tubo y se realizo la extraccion de los metabolitos formados.

El contenido de proteinas se determiné por el método de Bradford (1976), en
incubaciones paralelas de 2 millones de células MCF-7, en ausencia de sustrato
radiactivo. Para la construccion de la curva patrén se utilizé albumina de suero de

bovino (BSA).

6.8.2. Extraccion de los metabolitos formados durante las incubaciones

A los tubos que contenian las células en el medio acuoso, se les agregaron
3 volumenes de acetato de etilo saturado con agua (30 ml) y se agitaron
vigorosamente en un agitador de la marca Vortex durante 1 min para romper la
estructura celular y liberar los metabolitos isotopicamente marcados, los cuales se
extrajeron del medio acuoso con el acetato de etilo. La perfecta separacion de las
fases acuosa y organica se consigui¢ después de centrifugar los tubos a 800 X g

a 4° C durante 10 min.
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Esta operacion se repiti0 por tres veces para lograr la maxima extraccion del
material radiactivo. El acetato de etilo o fase organica, que contenia los esteroides
extraidos se colectd en un matraz de fondo redondo y se evapor6 a sequedad en
un rotavapor Blchi con vacio (Laboratory-techniques, Flaawil, Suiza). Lo extractos
organicos se disolvieron en metanol y se tomaron alicuotas representativas de
cada uno para cuantificar el contenido de **C en un espectrémetro de centelleo
liquido Packard Tricarb® Modelo 1900TR (Packard Downers Grove, lllinois, EUA).
La eficiencia del espectrometro para detectar y cuantificar **C fue de 80 % y en
todas las muestras se corrigié el “quenching” por el método de estandarizacién

externa.

6.8.3. Dilucion Isotopica inversa

Los extractos organicos de las incubaciones se transfirieron cuantitativamente a
tubos cénicos de 10 ml y se les agregaron como “carriers”, 2.5 ug de cada uno de
los siguientes esteroides radioinertes: 1) GSD, 5a-GSD, 3a,5a-GSD y 383,5a-GSD
a los extractos de las incubaciones en las que se utilizo GSD-[**C] como sustrato

y 2) T, 50-DHT, 3a,5a-diol, 38,5a-diol y A*A a las incubaciones con T-[**C].

6.8.4. Separacion, purificacion e identificacion de los metabolitos formados

en las incubaciones con GSD-[**C]

El método de dilucién isotopica inversa se utilizé para separar, identificar y
determinar la pureza radioquimica de los metabolitos formados a partir del

sustrato marcado isotopicamente e incluyé: cromatografia en placa fina en los
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sistemas: cloroformo:acetona 9:1 y benceno:acetato de etilo 2:1 y la
recristalizacion repetida de los metabolitos aislados, hasta que la actividad
especifica permanecio constante en por lo menos dos cristalizaciones sucesivas y
fue idéntica a la de las aguas madres (Lemus et al., 2001; Pérez-Palacios et al.,

2006; Lemus et al., 2009).

Los metabolitos marcados con [**C] se localizaron en las placas cromatogréficas
mediante un detector Packard Instantimager, Modelo A-2420 (Downers Grove,

lllinois, USA). Los esteroides no radiactivos se ubicaron en los cromatogramas
mediante un reactivo constituido por p-anisaldehido:acido sulfarico:acido acético

(100:1:1 v/v). La movilidad cromatografica de los diferentes metabolitos se
expresa en términos de Rg que es el cociente que resulta de dividir la distancia en
cm recorrida por el esteroide en la placa cromatografica, entre la distancia en cm

recorrida por la fase movil.

Las zonas radiactivas localizadas en las placas después de las cromatografias y
qgue coincidieron con los diferentes “carriers” se cortaron y se eluyeron con
metanol en tubos de vidrio con bajo contenido de “°K a los que se les adicion6
una solucién de centelleo para muestras no acuosas constituida por 4 g de PPO
(2,5 -difeniloxazol) y 100 mg de dimetil POPOP (1,4-bis-2-(4-metil-5 fenil-oxazolil)
benceno) por litro de tolueno de grado de centelleo y se contaron en el
espectrometro de centelleo liquido como ya se describid anteriormente. La

bioconversién de los sustratos radiactivos a los diferentes metabolitos reducidos
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en el anillo A, se expresa como picomolas por miligramo de proteina. Todos los

experimentos se realizaron por lo menos tres veces, en triplicado.

6.9. Efecto de GSD y de sus metabolitos 5a-reducidos sobre la proliferacion
de las células MCF-7

La proliferacion de las células MCF-7 se determind por el contenido del DNA
celular. En placas de cultivo de 96 pozos se sembraron 10,000 células
MCF-7/pozo con 200 pl de DMEM libre de rojo de fenol, sin E; y con 5 % de SFB
libre de esteroides y se incubaron a 37° C por aproximadamente 24 h que es el
tiempo promedio en que las células se adhieren a la superficie de los pozos, lo
cual se comprob6 por observacion al microscopio invertido. Una vez que las
células estuvieron adheridas, se retird0 el medio de cultivo y se reemplaz6 por
200 pl del mismo DMEM que contenia concentraciones crecientes de 1, 10, 100 y
1000 nM de GSD, 50-GSD, 3a,5a0-GSD y 33,50-GSD, incorporados al medio en
0.5 % de etanol y se incubaron durante 24, 48 y 72 h a 37° C en un incubador
Steri-Cult, en atmosfera hUmeda de 5 % de CO, en aire. Al finalizar cada uno de
los tiempos de incubacion se cuantific6 el contenido celular de DNA. Como
controles se realizaron simultaneamente y bajo las mismas condiciones
experimentales, incubaciones de células MCF-7 con E; a las concentraciones de
1, 10, 100 y 1000 pM y otras solo con DMEM con 0.5 % de etanol, que fue el

vehiculo utilizado para la incorporacion de los esteroides al medio de cultivo.
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6.9.1. Determinacion de la proliferacion celular. Cuantificacion de DNA

El efecto de GSD y sus derivados reducidos, 5a-GSD, 3a,50-GSD y 3p,5a-GSD
sobre la proliferacion de las células MCF-7 se determind por la cuantificacion del
contenido de DNA celular por un método fluorométrico utilizando el kit comercial
CyQUANT?® Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen Life Technologies, California,
EUA). Al finalizar los periodos de incubacion de las células tratadas con GSD y
sus derivados reducidos, se retiré el medio de los pozos y se lavo cada uno con
200 pl de buffer salino de fosfatos 10 mM (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,;HPO,
10 mM y KH,PO4 2 mM) a pH de 7.4 y se colocaron en un ultracongelador
Revco® UxF (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) a -70° C durante 30 min.
Este periodo de congelamiento es importante porque favorece la lisis celular. Las
células se descongelaron a temperatura ambiente y se les agregaron 150 pl/pozo
de una mezcla (preparada inmediatamente antes de su uso) que contiene el
buffer de lisis y 50 pl del colorante verde GR (incluido en el kit). La placa con las
células y el reactivo CyQuant se dejo a temperatura ambiente y protegida de la luz
durante 2 a 5 min agitandola suavemente. La fluorescencia generada por la
interaccion del colorante GR con las bases nitrogenadas del DNA, se midié en un
fluorbmetro Synergy HT (Biotek, Utha, EUA) a longitudes de onda de excitacion y
emision de 480 y 530 nm, respectivamente. Se utilizo DNA de timo de salmoén
para construir la curva patrén y el contenido de DNA celular se expresa en
nanogramos por 10,000 células. Se realizaron cuando menos tres experimentos

en triplicado.
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6.9.2. Efecto de los antagonistas de hormonas esteroides sobre la
proliferacién de las células MCF-7, inducida por GSD y sus derivados

Para determinar la interaccién de GSD y de sus derivados 5a-dihidroGSD, 3a,5a-
tetrahidroGSD y 3pB,5a-tetrahidroGSD con los receptores intracelulares de
esteroides e inducir la proliferacion de las células MCF-7, se realizaron
experimentos en los cuales se incubaron las células con GSD y sus derivados 5a-
reducidos en presencia o ausencia del antagonista de estrégenos ICI 182,780, del
antagonista de progestinas RU 486 (RU) y del antagonista de andrdégenos

Flutamida (FLU).

6.9.2.1 Efecto de ICI 182,780 (ICl), sobre la proliferacién celular inducida por
GSD, 5a-GSD, 3a,5a-GSD y 38,5a-GSD

Las incubaciones de las células MCF-7 se realizaron durante 72 h en condiciones
experimentales con las que se logrd la mayor induccién de la proliferaciéon celular.
La concentracion de GSD y 5a-GSD empleada fue 1000 nM, mientras que 3a,5a-
GSD y 3B,5a0-GSD se usaron a la concentracion de 10 nM. Las incubaciones de
las células MCF-7 con los esteroides se realizaron en presencia o ausencia del
antagonista ICI a la concentracién de 50 nM. Como controles de los experimentos
se hicieron incubaciones de células MCF-7 con DMEM con E; (100 pM) o con
DMEM solo, o DMEM con vehiculo (etanol 0.5 %). La proliferacion celular se
determind por el contenido de DNA en las incubaciones de las células tratadas

con los esteroides, en presencia 0 ausencia del antiestrogeno.
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6.9.2.1. Efecto de RU 486 (RU) y Flutamida (FLU) sobre la proliferacion
celular inducida por 3a,5a-GSD y 38,5a-GSD

Para investigar el efecto de la antiprogestina RU y del antiandrégeno FLU sobre la
proliferacion de las células MCF-7 inducida por los tetrahidros de GSD, 3a,5a y
3B,5a, se realizaron incubaciones en condiciones semejantes a las del
experimento anterior. Las células se incubaron con 3a,5a-GSD y 33,5a-GSD a la
concentracion de 10 nM en presencia o0 ausencia de los antagonistas RU y FLU a
la concentracion de 50 nM. Como controles experimentales se realizaron
incubaciones de células MCF-7 con DMEM, DMEM con el vehiculo (etanol) y
DMEM con RU o con FLU. El contenido de DNA en las incubaciones de las
células tratadas con los esteroides, en presencia o ausencia de la antiprogestina
RU o del antiandrégeno FLU, se determind por el método fluorométrico

anteriormente descrito.
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7. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente empleando el software
NCSS 2007 (Kaysville, UT, EUA) y Sigma Plot de Systat Software, Inc. (San Jose,
CA, EUA). Para considerar la existencia de diferencias entre las medias de los
grupos, se utilizd el Andlisis de Varianza de dos factores, y para encontrar las
diferencias de las medias entre dos grupos se uso la t de Student. Los resultados
se expresan como la media + Desviacion Estandar (DE) de tres experimentos en

triplicado. Las diferencias de grupo se consideraron significativas cuando p<0.05.
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8. Resultados

8.1. Formacién de metabolitos 5a-reducidos de GSD-[**C] en células MCF-7

en cultivo

Después del procedimiento de extraccion del medio acuoso de las incubaciones
de las células MCF-7 con GSD-[**C] o con T-[**C], utilizada como control
experimental, el 95 % del total del material radiactivo incubado se recuperé en los
extractos organicos, los cuales se cromatografiaron en placa fina. El analisis de
las placas cromatograficas revelo la presencia de cuatro zonas radiactivas de
diferente polaridad. La Figura 2 muestra las imagenes representativas de las
cromatografias de los extractos organicos de las incubaciones con GSD-[**C] y
T-[**C] obtenidas directamente del detector Packard Instantimager, en las que se
observa la distribucion de las zonas radiactivas detectadas. En el panel (A) se
puede observar que la zona méas polar, Zona 1, con un Rg de 0.41 y que
constituyé el mayor producto formado en la conversién metabélica del GSD-[**C],
presenté un comportamiento cromatografico idéntico al “carrier” de 3p3,5a-GSD. La
Zona 2, con Rg de 0.52, mostré una movilidad cromatografica idéntica a la del
“carrier’” de 3a,50-GSD. La Zona 3, con Rg de 0.61, fue identificada por su
comportamiento cromatogréafico, como el sustrato GSD-[**C] que permanecié sin
metabolizarse y la Zona 4, con Rg de 0.70, y por lo tanto la de menor polaridad,

exhibié movilidad cromatografica idéntica a la del “carrier” de 5a-GSD.

La imagen obtenida del Instantimager del analisis de las placas de cromatografia

de los extractos organicos de las incubaciones de células MCF-7 con T-[**C],
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utilizadas como controles experimentales, también mostré la presencia de cuatro
zonas radiactivas, como puede apreciarse en la Figura 2B. La Zona 1 (Rg 0.22),
en la que se observa la mayor conversién metabdlica de la T-[**C], mostré un
comportamiento cromatografico idéntico al de los “carriers” de 3a,50-
androstandiol y 3p,5a-androstandiol (Dioles), los cuales no es posible separar en
ningun sistema cromatografico disponible debido a que en su condicion de
epimeros, su polaridad es idéntica. La Zona 2 (R 0.34) fue identificada como el
sustrato no metabolizado T-[**C]. La Zona 3 (Rr 0.46) presenté una movilidad
cromatografica idéntica a la del “carrier” de 5a-DHT y la Zona 4 (Rg 0.55) mostré

un comportamiento cromatografico igual al del “carrier” de A*A.

El anadlisis de los cromatogramas de los extractos organicos de las incubaciones
sin células o con células inactivadas por calor, que sirvieron como controles,
mostré una sola zona radiactiva que correspondié a los sustratos sin modificar

GSD-[**C] o T-[**C] (no se muestran los datos).
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Figura 2. Perfil representativo de la distribucion de las zonas radiactivas en la
cromatografia de los extractos organicos de las incubaciones de 24 h, de células
MCF-7 con GSD-[*C] o T-[*'C]. Las zonas radiactivas detectadas se numeraron de
acuerdo a su movilidad cromatografica: (A) El mayor producto en la conversion
metabdlica de GSD-[**C] fue el 3B,5a-tetrahidroGSD (3B,50-GSD), mientras que el
3o, 5a-tetrahidroGSD  (3a,50-GSD) se formé en menor proporcidon. Solamente se
observaron trazas del S5o-dihidroGSD (5a-GSD). (B) La  T-[*'C] se convirtio
eficientemente en 3a,5a-androstandiol y 3B,5a-androstandiol (Dioles). Las zonas
correspondientes a 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y A*-androstendiona (A%A) fueron
las que contuvieron la menor cantidad de radiactividad.

8.2. Determinacion de la identidad de los metabolitos 5a-reducidos de
Gestodeno-[**C] y de Testosterona-[**C] formados en las incubaciones con
células MCF-7

Para establecer la identidad de los metabolitos formados, las diferentes zonas
radiactivas detectadas en la cromatografia de los extractos organicos de las
incubaciones de las células MCF-7 con GSD-[**C] o con T-[**C] se eluyeron con
metanol, se determind su contenido radiactivo, se les agregaron a cada una, 10
mg de los esteroides radioinertes correspondientes (5a-GSD, 3a,50-GSD vy

3pB,50-GSD, o0 bien 50-DHT, 3a,5a-diol y 3B,5a-diol) y se recristalizaron
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sucesivamente hasta que la actividad especifica (dpm/mg) en los cristales
permanecio constante, criterio que sirvio para confirmar la identidad de los
productos de la conversién metabélica de GSD-[**C] y T-[**C]. En virtud de que
los derivados tetrahidros de la T-[**C] 3a,5a-diol y 3B,5a-diol no se lograron
separar cromatograficamente, el eluado de la zona correspondiente a los Dioles
se dividié en dos partes iguales y se agregaron a una de ellas 10 mg de 3a,5a-diol
y 10 mg de 3B,5a-diol a la otra, para asi cristalizarlos y demostrar su identidad.
Los resultados representativos de la cristalizacion de los metabolitos formados en

las incubaciones, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cristalizaciones representativas de los metabolitos aislados de las
incubaciones de células MCF-7 con Gestodeno-[!*C] y Testosterona-[14C]

Metabolitos aislados Cristalizaciones Metabolitos aislados Cristalizaciones

de las incubaciones sucesivas de las incubaciones sucesivas
con GSD-[*“C] Actividad especifica con T-[*4C] Actividad especifica

(dpm/mg) (dpm/mg)

3a,50-GSD C,2 1069 3a,50.-diol C,? 634

C, 1001 C, 581

Cs 931 C; 473

AM3'O 786 AM3b 385

3B,50-GSD C, 660 3B,50.-diol C, 370

C, 492 C, 351

C, 442 C, 319

AM, 472 AM, 334

50-GSD C, 1424 50.-DHT C, 580

C, 1252 C, 529

(O 1073 C, 516

AM, 1101 AM; 580

aCristales

bAguas madres
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8.3. Formacion, en funcion de tiempo, de los metabolitos 5a-reducidos de
GSD-[*C] en las células MCF-7

La expresion de forma cuantitativa de la formacion de los metabolitos 5a-
reducidos del GSD, en funcidon de tiempo, se muestra en la Figura 3. Como lo
muestra la Figura 3A, la formacién de los metabolitos de GSD-[**C] ocurrié a
todos los tiempos de incubacion. En los primeros 15 min se puede notar una
rapida y elevada formacion de 5a-GSD que representd el 8.8 % del sustrato
original, con un valor en picomolas/mg de proteina de 838 + 50, seguida de un
sostenido descenso a lo largo de los tiempos subsecuentes de incubacion. El
mayor producto de la bioconversién de GSD-[**C], fue el 3p,5a-GSD, con una
maxima conversion de 9.62 % a 120 min, que correspondi6 a 875 + 87
picomolas/mg de proteina. La bioconversiéon de GSD-[**C] a 3a,5a-GSD, fue
similar a la del epimero 3B, pero en mucha menor proporcion. La maxima
formacién de este metabolito se observé a 30 y 45 min de incubacion y representé

el 2.49 % del sustrato incubado con 199 + 50 picomolas/mg de proteina.

La formacién de los metabolitos de T-[**C] se muestra en la figura 3B. La
bioconversion del sustrato a 50-DHT, se presentd a los primeros 15 min de
incubacion, asi como una posterior disminucion a lo largo de los demas tiempos,
en forma semejante a lo observado en el metabolismo del GSD. La maxima
formacion de 5a-DHT fue de 249 £ 41 picomolas/mg de proteina, que representa
el 2.9 % de conversién de la T-[**C] a este metabolito 5a-reducido. Los mayores

productos de la biotransformacion de T-[**C] fueron los Dioles (3a,5a-diol y
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3B,5a-diol) con una maxima formacion a los 120 min, que representd el 7.37 %
(694 = 43 picomolas/mg de proteina) de la T incubada. Una muy escasa

formacién de A*A se observé en todos los tiempos de incubacion.
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Figura 3. Bioconversion de GSD-[**C] y T-[**C] a metabolitos 5a-reducidos en
células MCF-7 en funci6n de tiempo. (A) Se observa en los primeros minutos, una
rapida bioconversion de GSD a 5a-dihidroGSD (5a-GSD), mientras que la mayor
formacion de 3p,5a-tetrahidroGSD (3f3,5a-GSD) fue mas tardia. La formacion de 3a,5a-
tetrahidroGSD (3a,50-GSD) fue notoriamente menor que la de su epimero 3B. (B) En las
incubaciones con T, la conversion a 5a-dihidrotestosterona (50-DHT) ocurrié en los
primeros 15 minutos, a diferencia de los Dioles (3a,5a-androstandiol y el 3p,5a-
androstandiol) cuya mayor formaciéon fue a los 120 min. El metabolito que se formé en
menor cantidad fue la A*-androstendiona (A*A). Cada punto representa el promedio + DE
de tres experimentos cada uno en triplicado.

En la Tabla 2 se muestran los datos de la formacion, en términos cuantitativos, de
los productos del metabolismo de GSD-[**C] y de T-[**C] en las células MCF-7 a

los diferentes tiempos de incubacion.
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Tabla 2. Formacién, en funcion de tiempo, de metabolitos 5a-reducidos de
Gestodeno-[**C] y de Testosterona-[**C] en células MCF-7

Tiempo Metabolitos de GSD-[**C] Metabolitos de T-[**C]
(min)
5a-GSD  3a,5a-GSD  3B,5a-GSD 5a-DHT Dioles
(pmolas/mg de proteina) (pmolas/mg de proteina)
promedio + DE promedio + DE

15 838 = 50 116 £ 20 428 + 33 249 + 41 101+£8
30 660 + 80 205+ 30 641 £ 25 92+ 18 237+ 30
45 418 + 61 199 + 50 618 + 18 34+5 504 + 25
60 361 + 36 137 £ 37 790+ 79 34+ 9 543 + 27
120 197 £19 142 £ 42 875+ 87 47 £ 23 694 = 43

DE = Desviacion estandar

8.4. Efecto de GSD y su derivado 50-GSD sobre la proliferacion de las
células MCF-7

Los resultados del efecto de concentraciones crecientes de GSD y 5a-GSD, en
diferentes tiempos de incubacién, sobre la proliferaciéon de células MCF-7 se
muestran en la Figura 4. En la Figura 4A se observa que GSD a las
concentraciones de 1 a 100 nM y en todos los tiempos de incubacion, tuvo poco
efecto sobre la proliferacion celular ya que solamente la concentracion de 1000
nM (la mas alta estudiada) y en el tiempo mas prolongado de incubacion, indujo la
proliferacion celular en forma discreta pero significativa (p<0.05) con respecto al
contenido de DNA de las células incubadas unicamente con el vehiculo. La
Figura 4B muestra que el derivado 5a-GSD a las concentraciones mas bajas,
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aunque solo a las 48 y 72 horas de incubacion, fue capaz de inducir un
incremento significativo (p<0.05) de la proliferacion celular, en comparacion con el

DNA de las células incubadas Uunicamente con el vehiculo.

(A) GSD (B) 5a-GSD
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Figura 4. Efecto de Gestodeno (GSD) y 5a-dihidrogestodeno (5a-GSD) sobre la
proliferacion de las células MCF-7. Las células se incubaron por diferentes periodos de
tiempo con concentraciones crecientes de GSD (A) y de 5a-GSD (B). El DNA basal de
las células MCF-7 incubadas solo con vehiculo fue de 49 = 12.6 ng. Cada punto
representa el promedio + DE de tres experimentos cada uno en triplicado.

*p<0.05 vs. el DNA de las células incubadas solo con vehiculo.

8.5. Efecto de los derivados 3a,5a-GSD y 3B,5a-GSD sobre la proliferacion
de las células MCF-7

El efecto de concentraciones crecientes de 3a,50-GSD y de 3B,5a-GSD sobre la
proliferacion de las células MCF-7, incubadas a diferentes tiempos, se muestra
en la Figura 5. El efecto de 3a,50-GSD sobre la proliferaciéon de las células

MCF-7 fue dependiente del tiempo y de la concentracion del tetrahidro, como se
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observa en la Figura 5A. Aun cuando el efecto fue notorio desde las
concentraciones mas bajas y en todos los tiempos, la mayor y significativa
(p<0.05) proliferacion se indujo cuando las células se incubaron por 72 h aun con
la concentracion de 1 nM, comparado con el DNA de las células incubadas con

vehiculo.

El efecto del derivado 383,5a-GSD sobre la proliferacion de las células MCF-7 se
muestra en la Figura 5B. El incremento de la proliferacion celular, expresado en
términos de DNA, fue significativo (p<0.05) a partir de la concentracion 10 nM y
24 h de incubacion, mientras que con 72 h de incubacién se observo proliferacion
aun a la més baja concentracion de 1 nM. En forma inesperada, la mayor
concentracion de 3B,5a0-GSD (1000 nM), incubada con las células durante 72 h,
mostrdé una disminucion en los valores de DNA, en comparacion con el efecto

inducido con la concentracion previa (100 nM).

La proliferacion de las células MCF-7 incubadas con E,, utilizado como control
positivo, se muestra en la Figura 5C. Como era de esperarse, el estrogeno
incrementd eficientemente la proliferacién celular con concentraciones mil veces
menores que las que se utilizaron para los derivados de GSD. Sin embargo, igual
a como se observo con el 3B,50-GSD, la concentracion méas alta (1000 pM)

incubada por 72 h, exhibié una notoria disminucién de la proliferacion.
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Figura 5. Efectos de 3a,5a-tetrahidroGSD y 3B,5a-tetrahidroGSD sobre

la

proliferacion de las células MCF-7. Las células se incubaron por diferentes periodos de
tiempo con concentraciones crecientes de 3a,5a-tetrahidroGSD (3a,50-GSD) (A) y
3B,5a-tetrahidroGSD (3B,5a-GSD) (B). Como control positivo se utilizé Estradiol (C). El
DNA de las células incubadas solo con vehiculo fue 53.6 + 14 ng. Cada punto representa
el promedio + DE de tres experimentos cada uno en triplicado.
*p<0.05 vs. el DNA de las células incubadas solo con vehiculo.
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8.6. Efecto de los antagonistas de esteroides ICI 182,780, RU 486 y
Flutamida, sobre la proliferacién de las células MCF-7 inducida por GSD y

sus derivados 5a-reducidos
8.6.1. Efecto del antiestrégeno ICI 182,780

El efecto del antiestrogeno ICI sobre la proliferacion de las células MCF-7
inducida por GSD vy sus derivados 5a-GSD, 3a,50-GSD y 3B3,50-GSD se muestra
en la Figura 6 en donde se puede observar que la presencia de ICI inhibi6
significativamente (p<0.05) el incremento de la proliferacion celular inducida por
GSD vy sus derivados 5a-reducidos, de una forma similar al efecto de ICI para
inhibir el efecto de E, utilizado como control positivo. En las incubaciones de
control experimental de células MCF-7 incubadas con medio de cultivo con
vehiculo y medio con ICI, no se observé cambio en la proliferacion celular ya que
los valores del DNA fueron idénticos a los valores determinados para las células

incubadas solo con medio de cultivo.
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Figura 6. Efecto del antagonista de estrogenos IClI 182,780 (ICl) sobre la
proliferacion de las células MCF-7 inducida por GSD y sus derivados 5a-reducidos.
Las células se incubaron por 72 h con gestodeno (GSD), 5a-dihidrogestodeno (5a-GSD)
a una concentracion de 1000 nM y 3a,5a-tetrahidrogestodeno (3a,50-GSD) o 38,5a-
tetrahidrogestodeno (33,50-GSD) a la concentracion de 10 nM, en presencia de ICl a 50
nM. Las incubaciones de células MCF-7 solo con medio de cultivo (C), medio de cultivo
con vehiculo (V), con ICl o con E, (100 pM) se utilizaron como controles experimentales.
Cada punto representa el promedio + DE de tres experimentos cada uno en triplicado.
*p<0.05 vs. el DNA de las células incubadas solo con vehiculo. **p<0.05 vs. DNA de
células incubadas con GSD y sus derivados reducidos en ausencia de ICI.

8.6.2. Efecto de la antiprogestina RU 486 y del antiandrégeno Flutamida

La presencia de la antiprogestina RU o del antiandrégeno FLU no inhibi6o la
proliferacion de las células MCF-7 inducida por 3a,5a-GSD y por 3(3,5a0-GSD,
como se observa en la Figura 7. En las incubaciones de células solamente con

RU o FLU, o con medio de cultivo con vehiculo, utilizadas como controles, no se
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observ6 diferencia, en términos de DNA de las células incubadas solo con el

medio de cultivo.
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Figura 7. Efecto de la antiprogestina RU 486 (RU) y del antiandrégeno Flutamida
(FLU) sobre la proliferacion de las células MCF-7 inducida por 3a,5a-tetrahidroGSD
y 3B,5a-tetrahidroGSD. Las células se incubaron durante 72 h con 3a,5a-tetrahidroGSD
(3a,50-GSD) o con 3p,5a-tetrahidroGSD (3B,5a-GSD) a la concentracion de 10 nM, en
presencia de RU o FLU a concentracion de 50 nM. Como controles experimentales, se
realizaron incubaciones de células MCF-7 solo con medio de cultivo (C), medio de cultivo
con vehiculo (V), medio de cultivo con RU o medio con FLU. Cada punto representa el
promedio + DE de tres experimentos cada uno en triplicado.

*p < 0.05 vs. DNA de las células incubadas solo con vehiculo.
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9. Discusion

Los resultados de este estudio demostraron claramente que las células de cancer
de mama MCF-7 dependientes de estrégenos, poseen la capacidad de
biotransformar eficientemente al GSD en metabolitos no fendlicos 5a-reducidos,
mostrando un perfil metabdlico similar al que exhibieron otras progestinas
sintéticas 19-nor como NET y LNG incubadas con 6rganos blanco a hormonas
esteroides como hipotalamo, hipofisis y prostata ventral (Vilchis et al., 1986,

Larrea et al., 1987; Santillan et al., 2001, Lemus et al., 2009).

En efecto, las incubaciones de células MCF-7 con GSD marcado isotépicamente
con [**C] mostraron una gran eficiencia de las células de cancer de mama para
reducir el doble enlace del anillo A de la molécula del GSD que resultd en una
importante formacion del metabolito 5a-dihidroGSD, lo cual implica la presencia y
actividad de la enzima 5a-esteroide reductasa Tipo 1, cuyo pH Optimo es de 7.4,
mismo en que se realizaron todas las incubaciones de GSD con las células MCF-
7. Estos resultados confirman los reportes de varios investigadores quienes en
una serie de estudios demostraron que en el cancer de mama existe sobre-
expresion del gen de la 5a-esteroide reductasa (Suzuki et al., 2000, Suzuki et al.,
2001; Wiebe y Lewis 2003, Pérez-Palacios et al., 2006). La formacion de los
metabolitos 3a-tetrahidroGSD y 3B-tetrahidroGSD, plenamente identificados por
medio de la cristalizacion, sugirié fuertemente la actividad de dos enzimas de la
familia de las aldo-ceto reductasas, la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa y la

3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que redujeron el grupo cetonico del anillo A
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de la molécula del metabolito 5a-GSD, y que se ha reportado estan presentes en
la glandula mamaria (Wiebe y Lewis, 2003; Lewis et al., 2004; Ji et al., 2004; Pau
et al.,, 2010; Rizner y Penning, 2014, Pening, 2015). Los resultados obtenidos
también demostraron que el GSD es un sustrato adecuado para la enzima 5a-
esteroide reductasa, y que a su vez, el producto de la 5a-reduccion, 5a-GSD es

un sustrato para las enzimas 3a y 3 aldo-ceto reductasas.

La pronta (15 min) y abundante formacién del metabolito 5a-GSD, seguida de un
descenso muy marcado a través de los subsecuentes tiempos de incubacion y, en
forma concomitante, el incremento en la formacion de 33,5aGSD y de su epimero
3a, aunque en menor proporcion, es acorde con el concepto de que en
esteroides naturales como la testosterona, la molécula 5a-reducida es un
intermediario obligatorio en la biosintesis de los tetrahidros 3a y 3p (Pérez-
Palacios et al.,, 2006; Enriquez et al.,, 2013). De acuerdo a los resultados
obtenidos, en la Figura 8 se representa el destino metabdlico de la molécula de

GSD en las células MCF-7 de cancer de mama.
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Figura 8. Destino metabdlico de GSD-[''C], sugerido por los resultados obtenidos
en las incubaciones con las células MCF-7 de cancer de mama
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Las incubaciones de las células MCF-7 con T-[**C], utilizadas como control
experimental, mostraron un perfil metabdlico igual al del GSD, con una eficiente
biotransformacion del androgeno para la formacién de 5a-DHT en los primeros 15
min de incubacion, un notorio descenso en los tiempos mas prolongados y la
consecuente formacion de los Dioles 3a,5a y 38B,5q, para los que el proceso de
cristalizacion fue fundamental para su separacion e identificacion debido a que
este procedimiento es altamente selectivo y se utiliza ampliamente para separar e
identificar compuestos con estructuras quimicas semejantes. La formacion de
A*A, aunque en muy pequefia proporcién, nos sugiere también la presencia de
actividad de la enzima 173-hidroxiesteroide deshidrogenasa en las células MCF-7.
El andlisis de las cromatografias correspondientes a las incubaciones de
GSD-[*C] en ausencia de células y con células inactivadas, mostré la presencia
de una sola zona radiactiva que correspondié a los sustratos radiactivos no
modificados. Los resultados obtenidos en las incubaciones de control, validan las
condiciones experimentales utilizadas en los experimentos del metabolismo de

GSD.

Para tratar de comprender el mecanismo por el cual GSD es capaz de inducir
eficientemente la proliferacion de células MCF-7 mantenidas en cultivo, lo cual
indudablemente sugiere un efecto de tipo estrogénico ejercido por el GSD, se
realizaron incubaciones de células MCF-7 con GSD y con sus derivados
reducidos 5a-GSD, 3a,5a-GSD y 3B,5a-GSD. Como se observa en la Figura 4,

GSD y 5a-GSD exhibieron un efecto muy débil sobre la proliferacion de las células
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MCF-7, determinado en funcion del incremento de DNA, la cual con GSD solo fue
significativa a las concentraciones mas altas y en los tiempos mas prolongados de
incubacion (72 h), mientras que con 5a-GSD el efecto se observdé a menores
concentraciones pero solo cuando las células se incubaron por 72 h. Estos
hallazgos sugieren que el efecto sobre la proliferacion no debe atribuirse a GSD ni
a 5a-GSD, ya que como se ha mencionado, estos derivados no interactiian con
los receptores de estrégenos (Dusterberg et al., 1987, Pollow et al., 1990; Larrea
et al., 2001; Africander et al., 2011) y sus moléculas tienen impedimentos
estéricos para aromatizarse. En virtud de que los estudios de metabolismo
mostraron que a los 15 min de incubacion de las células MCF-7 con GSD se
observd una importante biotransformacion de GSD a 3a,50-GSD, vy
particularmente a 33,5a-GSD, teniendo como metabolito intermediario al 5a-GSD,
es posible sugerir que la induccion de la proliferacibn observada en las
incubaciones con GSD o con 5a-GSD, que sélo se observé a las mas altas
concentraciones usadas y a las 72 h de incubacién, es en realidad un efecto
inducido por los productos finales del metabolismo de GSD, los tetrahidros 3a,5a-
GSD y 3B,50-GSD, los cuales, como se ha demostrado en estudios previos, no
solamente interactian con el subtipo alfa de los receptores de estrégenos (Lemus
et al., 2000; Larrea et al., 2001, Garcia-Becerra, 2006) sino que son capaces de
inducir efectos de tipo estrogénico en diferentes modelos experimentales (Lemus

et al., 2000; Lemus et al., 2001).

Los resultados de las incubaciones con los derivados tetrahidro de GSD

confirmaron lo planteado anteriormente. En efecto, en las incubaciones de células
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MCF-7 con 3a,50-GSD y con 3B,5a0-GSD, se pudo observar incremento en la
proliferacion celular aun con las concentraciones mas pequefias de los tetrahidros
y practicamente en todos los tiempos de incubacion, lograndose la maxima
respuesta cuando las células se incubaron durante 72 h. El efecto ejercido por el
derivado 3a,5a-GSD fue idéntico al inducido por el 38,5a-GSD, cuando el tiempo
de incubacién para ambos fue de 72 h. La administracion de E,, utilizado como
control, y como era de esperarse, fue la que indujo la mayor proliferacion de las
células MCF-7, considerando que las concentraciones administradas fueron mil
veces menores que las de GSD y de sus derivados reducidos en el anillo A. Estos
resultados nos confirman que la proliferacién, aparentemente inducida por el
GSD, si es una respuesta a efectos de tipo estrogénico, ejercida por los productos
de su conversion metabdlica, los derivados 3a,50-GSD y 3B,5a-GSD,
caracteristica que expresan también los tetrahidros de otras progestinas sintéticas
de la serie 19-nor como NET y LNG y que han sido bien documentadas en la
literatura (Vilchis et al., 1986; Larrea et al., 1987; Oropeza et al., 1994; Santillan et
al., 2001; Morali et al., 2002; Enriquez et al., 2007; Lemus et al., 2009). Una
evidencia mayor del efecto estrogénico, mostrado particularmente por el 38,5a-
GSD es la notoria disminucién de la proliferacion que se observé con la dosis mas
alta y en el tiempo mas prolongado de incubacion, respuesta que se observo
también en las incubaciones control con E,y que es el conocido efecto dual de los
estrogenos, que dosis bajas tienen efectos estimulantes, mientras que dosis altas
pueden ejercer efectos inhibitorios (Lewis et al., 2005a; Lewis et al., 2005b; Altiok

et al., 2007; Lewis y Jordan, 2009; Hanamura et al., 2013; Hanamura et al., 2014).
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Los resultados de los experimentos disefiados para determinar la interaccion de
GSD y de sus derivados 5a-GSD, 3a,5a-GSD y 3B,5a-GSD con los diferentes
receptores intracelulares de hormonas esteroides, se observan en las Figuras 6
y 7. La presencia del antiestrégeno ICI inhibi6 completamente la capacidad del
30,5a-GSD y del 3B,5a- GSD para inducir la proliferacion de las células MCF-7,
en forma similar a como lo hizo con el E, lo cual es una evidencia méas a favor de
gue los inductores de los efectos de tipo estrogénico, como la proliferacion celular,
observados después de la administracion de GSD a cultivos de células MCF-7
son los tetrahidros de GSD. El hecho de que en estos experimentos, se haya
observado efecto inhibitorio del ICI sobre la proliferacion inducida por GSD y por
5a-GSD, tiene la misma explicacion que ya se expresd anteriormente y que
considera que a los tiempos en que se realizaron los experimentos, tanto GSD
como 5a-GSD ya fueron bioconvertidos a los derivados tetrahidros quienes son
los responsables de los efectos de tipo estrogénico observados en esos
experimentos. La presencia de los antagonistas de los receptores de
progesterona y andrégenos RU y FLU respectivamente, no tuvo efecto inhibitorio
sobre la proliferacion celular inducida por 3a,5a-GSD y por 33,5a0-GSD, lo cual es
otra evidencia que apoya el efecto de que el GSD y sus derivados, es mediado

por su interaccion solo con los receptores intracelulares de estrégenos.

En su conjunto, todos los resultados obtenidos fortalecen la hipétesis planteada,
que los responsables de los efectos de tipo estrogénico inducidos por GSD son
sus derivados reducidos 3a,50-GSD y 3B,5a-GSD lo cual ademas, ofrece una

explicacion plausible a la interrogante de algunos investigadores sobre el origen
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Discusion

de los efectos estrogénicos de la progestina sintética GSD, que no interactda con
los receptores de estrégenos y que debido a su estructura molecular, no puede
aromatizarse para formar estrogenos, pero que es bioconvertida eficientemente
en las células MCF-7 a los metabolitos 5a-GSD, 3a,5a-GSD y 3,5a0-GSD, los
cuales inducen efectos de tipo estrogénico a través de su interaccion con el
receptor de estrégenos a través de un modelo intracrino, como se describe en la

Figura 9.
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Figura 9. Modelo intracrino sugerido por los resultados obtenidos que representa el
mecanismo de accién de Gestodeno (GSD) para inducir la proliferacion de las
células MCF-7. Los resultados del trabajo de Tesis demostraron en las células de cancer
de mama MCF-7, la bioconversion eficiente de GSD en los metabolitos 5a-reducidos, 5a-
GSD, como intermediario obligatorio y 3a,50-GSD y 3B,5a-GSD, los cuales a través de
su unién con los receptores intracelulares de estrogenos (RE) (Garcia-Becerra et al.,
2006), ejercen efectos de tipo estrogénico. Este sistema intracrino propuesto permite
explicar el origen de los efectos observados después de la administracion de GSD a
cultivos de células MCF-7.
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Conclusiones

10. Conclusiones

e Las células MCF-7 de céancer de mama, tuvieron la capacidad de
biotransformar eficientemente al GSD, una potente progestina sintética
19-nor, a los metabolitos reducidos en el anillo A, 5a-GSD, 3a,50-GSD y
3B,5a0-GSD, lo cual indica que la molécula del GSD es sustrato adecuado
de la 5a-esteroide reductasa, y que el 5a-GSD formado es un buen
sustrato para las enzimas de la familia de las aldo-ceto reductasas 3a-

hidroxiesteroide deshidrogenasa y la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

e Los derivados de gestodeno, 3a,50-GSD y 3B,5a-GSD fueron capaces de
inducir, de forma dependiente de dosis y de tiempo, la proliferacion de las
células MCF-7 de carcinoma mamario. La molécula original de GSD, asi

como 5a-GSD, no indujeron per se la proliferacion de las células MCF-7.

e La proliferacion de las células MCF-7 inducida por el 3a,50-GSD vy por el
3B,50-GSD se bloqued por la presencia del antiestrégeno ICI 182,780, lo

cual indico la participacion del receptor de estrégenos.

e Ni la antiprogestina RU 486, ni el antiandrogeno Flutamida tuvieron efecto
sobre la proliferacion celular inducida por los derivados de GSD, 3a,5a-
GSD y 3B,50-GSD, sugiriendo que el efecto no es mediado ni por el

receptor de progesterona ni por el receptor de andrégenos.

e Los resultados de este trabajo de Tesis demuestran la importancia del
metabolismo de GSD, en las células de cancer de mama MCF-7,

para la modulacion de sus diferentes efectos hormonales.
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