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1. INTRODUCCION

1.1 LAS HORMONAS ESTEROIDES

Una hormona es una sustancia producida por un tejido glandular y que después de su
transporte por el medio interno, actiia sobre otro 6rgano distante desencadenando una serie de
actividades especificas (1).

Las hormonas pueden clasificarse por su composicion quimica, su solubilidad, la
ubicacion de sus receptores y la naturaleza de las sefiales usadas para mediar su accién dentro

de la célula; de esta manera, se han clasificado en dos grupos :

Hormonas Tipo 1 : Son lipofilicas y derivan del colesterol, como las hormonas
esteroides, cuyo niicleo estructural es el ciclopentanoperhidrofenantreno (CPPF). Se unen a las
proteinas transportadoras en el torrente sanguineo y son liberadas pdsteriormente antes de
entrar a la célula. La hormona libre atraviesa con facilidad la membrana plasmdtica de todas
las células y encuentra receptores en el citosol o en el nicleo de las células blanco. Se asume

que el complejo ligando receptor es el mensajero intracelular en este grupo.

Hormonas Tipo II. Son hormonas hidrosolubles que se unen a Ia membrana
plasmatica de la cétula blanco. Las hormonas que se fijan a la superficie celular se comunican
con los procesos metabdlicos intracelulares a través de moléculas intermediarias llamadas
segundos mensajeros que son generados como consecuencia de la interaccion entre ligando y
receptor. En esta categoria se incluyen las catecolaminas, angiotensina II, hormona
adrenocorticotropica (ACTH), hormona antidiurética (ADH), hormona luteinizante (LH),

vasopresing, insulina, hormona del crecimiento (GH), y prolactina (PRL} (2),
Los compuestos derivados del CPPF se denominan esteroides y pueden clasificarse en:

a) 4cidos biliares, b) esteroles y ¢) hormonas esteroides. Las hormonas esteroides naturales
desempefian un papel esencial en la regulacion de mdltiples procesos bioldgicos en los
mamiferos entre los que destacan homeostasis hidroelectrolitica, dimorfismo sexual y funcién

reproductora. La mayoria de estas hormonas se biosintetizan en las glandulas de secrecion
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interna (suprarrenales, ovario y testfculo) y en otros érganos que también tienen actividad

esteroidogénica como la placenta y el higado fetal (3),

De acuerdo con su actividad biolégica, las hormonas esteroides se clasifican ¢n los 5
grupos siguientes:
a) Glucocorticoides (Czy).
b) Mineralocortocoides (Ca)).
c) Progestinas naturales (Cy).
d) Andrégenos (Cys).
e) Estrogenos (Cig).

1.2 FUNCION

A continuacion se sefialan las principales funciones de las hormonas esteroides:
Glucocorticoides
A. Metabolismo intermedio

1. Gluconeogénesis, Las hormonas glucorticoides reciben su nombre de su capacidad
de promover la sintesis de glucosa. Esto se realiza en una accion conjunta que abarca varios
tejidos, vias bioquimicas y acciones anabolicas y catabdlicas, Los glucocorticoides promueven
la produccion hepética de glucosa al incrementar la velocidad de la gluconeogénesis liberando
los aminodcidos de los tejidos periféricos como el musculo y el tejido linfoide. Inhiben la
captacion de glucosa en tejidos extrahepiticos, dando como efecto neto una alta concentracién

plasmatica de glucosa, esta accion es contrarrestada por la liberacion de insulina (2, 4).

2. Sintesis de glucbgeno. Los glucocorticoides incrementan el depdsito de glucdgeno
en el higado de animales en ayunas o alimentados al promover la conversién de la glucégeno

sintasa de su forma inactiva a su forma activa.
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3. Metabolismo de lipidos. Promueven la lipdlisis en algunas areas del cuerpo

(extremidades) y la lipogénesis en otras (cara y tronco).

4. Metabolismo de protefnas y aminocacidos. Por lo general tienen efectos anabdlicos
sobre el metabolismo de proteinas y del RNA en el higado, y efectos catabdlicos en otros

sitios, incluyendo musculo, tejidos linfoides, tejido adiposo, piel y hueso.

B. Efecto de los glucocorticoides sobre los mecanismos de defensa del huésped.

1. Respuesta inmunitaria. Las concentraciones altas de glucocorticoides suprimen la
respuesta inmunitaria del hospedero. Destruyen los linfocitos y causan regresién del tejido
linfoide. Afectan la respuesta proliferativa de los linfocitos a los antigenos v en menor grado a
los mitégenos. Parecen afectar el procesamiento del antigeno por los macrdfagos, la
produccion de anticuerpos por linfocitos B, las acciones de los linfocitos T supresores y

auxiliares y el metabolismo de los anticuerpos (2).

2. Respuesta antiinflamatoria. En el hombre, los glucocorticoides reducen el nimero
de linfocitos, monocitos y cosindfilos circulantes, por un desplazamiento de las células de la
circulacion a sitios como la médula gsea, el tejido linfoide y ¢l bazo. Estimulan la liberacién
de polimorfonucleares desde médula ¢sea, aumentando su numero en circulacién. Inhiben la
acumulacién de los leucocitos en el sitio de la inflamacién y provoca que las sustancias que
intervienen en la respuesta inflamatoria (cininas, factor activador de plasmindgeno, histamina
y prostaglandinas) sean liberadas de los leucocitos. Inhiben la proliferacién de fibroblastos en
el sitio de una respuesta inflamatoria y pueden inhibir funciones fibroblasticas, como la
produccion de colageno y fibronectina. La combinacién de estos efectos explica la curacion
deficiente de las heridas, el aumento en la susceptibilidad a la infeccién y la respuesta

inflamatoria disminuida, caracteristicas en los pacientes con exceso de glucocorticoides (2, 4).
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C. Efectos de los glucocorticoides sobre otras funciones.

1. Funcién cardiovascular. Son necesarios para el mantenimiento de la presion

sanguinea y el gasto cardiaco normaies.

2. Metabolismo de liquidos y electrolitos, Los humanos con deficiencia de
glucocorticoides son incapaces de excretar normalmente ¢l agua. Se relaciona este hecho con
el incremento en la secrecion de ADH y la retencion de agua en pacientes con deficiencia en la

produccion de glucocorticoides.
Mineralocorticoides

La corteza suprarrenal sintetiza dos clases de esteroides: los corticosteroides
(mineralocerticoides y glucocorticoides), con 21 dtomos de carbone y los androgenos con 19,
Las hormonas mineralocorticoides actian en el rifion para estimular el transporte activo de
Na® por los tibulos contorneados distales y los tdbulos colectores, siendo el resultado neto la
retencién de Na'. Inducen también la secrecion de X', H" y NHy" por el rifién y afectan al
transporte de iones de otros tejidos epiteliales, incluyendo las glandulas sudoriparas, la mucosa
intestinal v las glandulas salivales. Como el mineralocorticoide natural mds potente, la
aldosterona realiza casi toda esta accidon en los humanos. El cortisol, bastante menos potente,
tiene una tasa de produccién mucho mayor y su efecto en la retencién de Na¥ y la excrecién de
K" es significativo. Forman parte de este grupo de hormonas la aldosterona, corticosterona, la

11-desoxicorticostercna y el cortisol (3, 4).

Progestigenos

La progesterona es la hormona esteroide que realiza la preparacion morfofuncional del
endometrio para la nidacién del huevo fertilizado, el mantenimiento de la gestacion y el
desarrollo alveolar de la glandula mamaria, esencial para la lactancia. En forma conjunta con
los estrogenos, modula un mimero importante de efectos primordiales en el sistema nervioso
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central y 6rganos periféricos durante la etapa reproductora de la vida. Los principales 6rganos
de produccién de progesterona son ¢l cuerpo liteo del ovario y la placenta. La corteza
suprarrenal y el testiculo también biosintetizan progesterona como intermediario en la

formacion de otras hormonas esteroides (5).

Andrégenos

El andrégeno més importante, la testosterona, es sintetizada en los testiculos, en los
ovarios y la corteza suprarrenal. En la circulacion la testosterona actla como yn precursor en
la formacién de dos clases de esteroides: los androgenos reducidos en la posicién 5o, que
intervienen como mediadores intracelulares en muchas de las acciones de los androgenos y los
estrogenos. De esta forma el efecto neto de la accion de los andrdgenos endégenos es la suma
de los efectos de la hormona secretada (testosterona), su metabolito So  reducido
(dehidrotestosterona, DHT), vy su derivado estrogénico (estradiol). Los andrégenos cumplen
diferentes funciones en distintas etapas de la vida. Durante el periodo embrionario virilizan el
tracto urogenital del embrion masculino y su accion es capital para el desarrollo del fenotipo
masculino. En la pubertad, las hormonas actuan transformando al nifio en hombre. La minima
secrecién de androgenos por los testiculos preplberes y por la corteza suprarrenal suprime la
secrecion de gonadotrofinas hasta que a una edad variable, esta se hace menos sensible a la
inhibicién por retroalimentacién y los testiculos empiezan a aumentar de tamafio. Poco
después inicia el crecimiento del pene y el escroto y aparece el vello pubiano. Inducen
simultaneamente un aumento de la estatura y el desarrollo de 1a musculatura esquelética y con
ello un aumento en el peso corporal. Por acci6n de los androgenos, la piel se hace mas gruesa
y oleosa a causa de la proliferacion de las glandulas sebaceas. Crece ] vello axilar, ademés de
que existe en el cuerpo una distribucién del mismo en forma tipicamente masculina. Por
crecimiento de la laringe cambia ¢l tono de voz, volviéndose mas grave. En algunos casos, se
manifiestan fenotipos asociados al sexo, como la calvice. Los androgenos también son los
responsables en parte, del comportamiento agresivo en animales y sexual masculino en

animales y humanos (4, 5).
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Estriégenos.

En los humanos, los estrogenocs, son las hormonas que participan en la diferenciacion
sexual durante la gestacion y de las modificaciones que tienen lugar en las nifias durante la
pubertad, En la diferenciacidn sexual, los estrdgenos estimulan una serie de cambios en las
células de Sertoli y células de Leydig dando forma a los drganos sexuales masculinos
accesorios, epididimo y vesicula seminal. Mediante una accién directa causan el crecimiento
y el desarrollo de la vagina, el Gtero, y las trompas de Falopio. Inducen al aumento de tamafio
de las mamas al promover el crecimiento ductal, el desarrolio del estroma y la acumulacion de
grasa. Contribuyen a moldear el contorno corporal, dando forma al esqueleto y produciendo
cambios en los huesos largos (5).

Otros cambios que estimulan los estrdgenos son el crecimiento de vello axilar vy
pubiano, vy la pigmentacion de la piel de los pezones, areolas y regién genital, hay cambios que
estan condicionados a la accién de los estrogenos, aunque no de manera especifica, cormo son
los efectos fisiologicos y emocionales. El ciclo menstrual es también responsabilidad de los
estrogenos y resultado de la periodicidad ciclica de éstos. De esta forma se explica la
proliferacion ciclica de la mucosa vaginal y uterina, aumento de la secrecion de las glindulas
det cuello uterino y turgencia mamaria. La declinacion de la actividad progestacional y
estrogénica al final del ciclo induce la menstruacion. Los principales estrogenos naturales son
estrona (E,), 17-P estradiol (Ez), v estriol (Es), los cuales se biosintetizan en el ovario, placenta

y en menor proporcion en ¢l testiculo (3).

1.3 BIOSINTESIS

La biosintesis de hormonas esteroides se lleva a cabo a partir de colesterol,
compuesto de 27 dtomos de carbono (Figura 1). Esta implica una serie sucesiva de cambios
inducidos enzimaticamente, que da como resultado su transformacién a compuestos de 21
atomos de carbono (progesterona, glucocorticoides y mineralocorticoides), 19 atomos de
carbono (androgenos) y 18 &tomos de carbono (estrégenos); por otro lado, la biosintesis de
rovo de todas estas hormonas se inicia a partir de acetil-CoA y utiliza ¢l colesterol (Cy7) como

intermediario obligatorio (4).
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En las glandulas suprarrenales son sintetizadas las hormonas esteroides a partir del colesterol
que se deriva en su mayor parte del plasma, una porcidn pequefia es sintetizada in sitw a partir
de acetilCoA via mevalonato y escualeno. Gran parte del colesterol es esterificado en la
glandula suprarrenal y alimacenado en gotitas citoplasmicas de lipidos. Bajo la estimulacion de
la suprarrenal por la hormona adrenocorticotropica (ACTH ) se activa una esterasa y el
colesterol libre formado es transportado al interior de la mitocondria donde una enzima de
escisibn de cadena lateral citocromo P-450 (P450scc) lo convierte a pregnenclona. La
separacion de la cadena lateral comprende hidroxilaciones en secuencia, primerc en Cyp v
después en Cyp, seguidas por la escisién de la cadena lateral (eliminacion del fragmento de seis
carbonos, isocaproaldehide) para formar un esteroide de 21 carbonos. Una proteina
dependiente de ACTH puede unirse y activar al colesterol o al P450s¢c. Las hidroxilasas, que
requieren oxigeno molecular y NADPH son esenciales y en algunos pasos, también son

necesarias deshidrogenasas, una jsomerasa y una liasa (2).

Biosintesis de mineralocorticoides.

La sintesis de la aldosterona se realiza en la zona glomerulosa de las glandulas
suprarrenales, La pregnenolona es convertida a progesterona por la accion de dos enzimas del
reticulo endoplasmatico liso, la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-OHSD) y Ia A™
isomerasa. La progesterona es hidroxilada en fa posicion Cy para formar 11-
desoxicorticosterona (DOC) que es un mineralocorticoide activo (produce retencién de Na®),
La hidroxilacion siguiente, en Cj, produce corticosterona, que tiene actividad de
glucocorticoide y es un mineralocorticoide débil.  La hidroxilacion en Cy; es qeccsaﬁa para
la actividad de mineralocorticoide, pero la mayor parte de los esteroides con un grupo
hidroxilo en C,; tienen mas accidn glucocorticoide que mineralocorticoide. En la zona
glomerulosa, donde no hay enzima 170-hidroxilasa, existe una 18-hidroxilasa mitocondrial.
La 18-hidroxilasa actta sobre la corticosterona para formar la 18-hidroxicorticosterona, que es

modificada a aldosterona por la conversion del alcohol 18 a un grupo aldehido (3, 6).
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Biosintesis de glucocorticoides.

La biosintesis de cortisol requiere tres hidroxilasas que actiian en secuencia sobre las
posiciones Ciz, Cz1 ¥ Cu. Las dos primeras reacciones son rapidas, en tanto que la
hidroxilacién en Cj; es relativamente lenta. Si la posicién Cy; es hidroxilada primero, se
impide la accion de la 17cc-hidroxilasa y se sigue la via de los mineralocorticoides (formando
corticosterona o aldosterona, en zona glomerular o reticular). La 17c-hidroxilasa es una
enzima de reticulo endoplismico liso que actia ya sea sobre la progesterona, o mas
comimmente sobre la pregnenolona. La 17a-hidroxiprogesterona ¢s hidroxilada en el Cy; para
formar 11-desoxicortisol, el cual es hidroxilado en C;; para formar cortisol, la hormona
glucocorticoide mas potente en los humanos. La 21-hidroxilasa es una e¢nzima del reticulo

endoplasmico liso, en tanto que fa 113-hidroxilasa es una enzima mitocondrial (2).

Biosintesis de progestinas,

La biotransformacién del colesterol a progesterona implica tres cambios estructurales
en la molécula; pérdida de un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena lateral en la
posicién Cyr, oxidacidn del grupo alcohol en posicion C; y migracion del doble entace del
aniilo B at anillo A (Figura 1). El primer paso es la hidroxilacion sucesiva en Cyo y en Cas que
resulta en fa formacion de un diol vicinal. Este proceso es el paso limitante en la formacién de
progesterona v estd catalizado por 200 22f-hidroxilasas, enzimas de localizacion
mitocondriales que requieren obligatoriamente la presencia del citocromo P-450, Las
hidroxilaciones del colesterol resultan de oxidaciones y reducciones alternas del citocromo P-
450, de una proteina llamada adrenoxina y una flavoproteina deshidrogenasa dependiente de
NADPH. La oxidacién posterior del diol vicinal por medio de un sistema enzimatico
mitocondrial similar conocido como 20,22-liasa que requiere NADPH y O, da lugar a la
rotura de la unién Cy-Csa, lo cual resulta en la formacion de pregnenolona y de aldehido
isocaproico. La formacién de progesterona a partir de pregnenolona requiers al inicio la

deshidrogenacién del grupo alcoholico B en C; formandose la 5-pregne-3,20-diona.
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Subsecuentemente, por medio de un proceso de isomerizacién de este compuesto, que implica
migracién del doble enlace 5-6 a la posicién 4-5, se forma la progesterona. Estos dos procesos
se catalizan mediante dos enzimas de localizacidon microsomal estrechamente relacionadas
entre si, la A>-3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa dependiente de NADPH y la 3-cetoestroide

A*-A*-isomerasa (2, 3, 4).

Biosintesis de andrégenos.

El andrégeno principal o precursor producido por la corteza suprarrenal es la
dehidroepiandrosterona (DHEA). L.a mayor parte de la 17-hidroxipregenolona sigue la via de
los glucorticoides, pero una fraccion pequefia estd sujeta a fisidn oxidativa y eliminacidn de la
cadena lateral de dos carbonos a través de la accion de la 17,20-liasa. Esta enzima que se
encuentra en las suprarrenales y en las gonadas, actia exclusivamente sobre las moléculas que
contienen 17¢-hidroxi. La produccién suprarrenal de andrégenos aumenta de manera notable
st se impide la biosintesis de glucocorticoides por la carencia de una de las hidroxilasas. La
mayor parte de la DHEA es modificada con rapidez por la adicidn de sulfato, proceso que se
realiza aproximadamente por partes iguales en la suprarrenal y en ¢l higado. El sulfato de
DHEA es inactivo como androgeno, pero la eliminacion del sulfato reactiva al compuesto. La
DHEA es en realidad una prohormona, dado que las acciones de la 33-OHSD y la A%
isomerasa convierten al androgeno débil DHEA en uno mds potente, la androstenediona, de la
que también se forman pequefias cantidades en la suprarrenal por la accion de la liasa sobre la
17a-hidroxiprogesterona. La reduccidon de la androstenediona en la posicion Cy7 produce
testosterona, el androgeno suprarrenal més potente. La fuente principal de androgenos son los

testiculos (4).

Biosintesis de estrégenos.

Los estrogenos son una familia de hormonas sintetizadas principaimente en el ovario.
El 17f-estradiol es el estrdgeno principal de origen ovérico. En algunas especies, la estrona es
mds abundante pero es de origen extraovdrico. En el embarazo, se produce una cantidad
relativamente mayor de estradiol, producido en la placenta (2, 3). La via general y la
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localizacion subcelular de las enzimas que actiian en las primeras etapas de la sintesis de

estradiol son las mismas que se encuentran en las glandutas suprarrenales y en los testiculos.

Los estrdgenos s¢ forman por aromatizacion de los andrégenos en un proceso complejo
con tres hidroxilaciones, cada una de las cuales requiere O; y NADPH. Se piensa que el
complejo enzimatico incluye una oxidasa P-450 de funcion mixta (Figura 1}(3). Si &l sustrato
para este complejo enzimatico es testosterona, se forma estradiol;, en tanto que la estrona se
debe a la aromatizacion de la androstenediona. Las células tecales son la fuente principal de
17a-hidroxiprogesterona y de androstenediona mientras que las células de la granulosa lo son
del estradiol. En ia aromatizacion periférica de los andrégenos se producen cantidades
significativas de estrdgenos. Los catecoles son los metabolitos principales de los estrégenos en
todas las especies de mamiferos. Proceden de la hidroxilacion en la posicion 2 y 4 del anillo
aromdtico. Los catecoles tienen actividad estrégenica débil pero son agentes potentes en el

sistema nervioso central, uniéndose a receptores tipo alfa y beta adrenérgicos (2, 3).

1.4 EL RECEPTOR DE LAS HORMONAS ESTEROIDES Y SU MECANISMO DE
ACCION

Las hormonas esteroides fueron las primeras hormonas en ser caracterizadas
estructuralmente. En los afios 60°s se propuso un posible mecanismo de actividad de éstas a
través de receptores intracelulares con accién a nivel de transcripcion de los genes. La accion
de las hormonas esteroides a través de receptores intracelulares ha permitido explicar algunos
desordenes causados por mutaciones en los receptores, entendiéndose con mayor claridad su
funcidn y estructura (7).

Los receptores hormonales esteroides se caracterizar por tener;

a) Un dominio central conservado para enlazarse al DNA.

b) Un dominio que incluye regiones involucradas en el enlace a la hormona, la
dimerizacion y la activacion transcripcionat.

¢} Un dominio de longitud variable que no se une al DNA. Presumiblemente, esta

variacion en la longitud provee las bases para la unién a una hormona especifica y la respuesta
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celular para diferentes receptores.

Se ha reconocido la actividad dual de los receptores de hormonas. mientras estimulan
la expresion de unos genes pueden reprimir la expresion de otros. En la Figura 3 se representa
el modelo propuesto para la interaccion de las hormonas y el receptor de estrogenos,

La hormona atraviesa la membrana celular y se enlaza al receptor en el citoplasma o en
el nicleo formando un dimero. Después de la unién, el receptor es “activado”, dando como
resuitado un cambio conformacional, mostrando nuevas regiones de la proteina para
interaccionar con otros factores intracelulares,

La unién de la hormona al receptor promueve el traslado del dimero al nvcleo, en
donde el receptor se une a genes especificos. El proceso de translocacion involucra la
disociacion de proteinas, asi como cambios en la fosforilacidn del receptor y/e proteinas
asociadas. Algunos receptores (por ejemplo et de glucocorticoides) regresan al citoplasma en
un proceso que parece involucrar cambios en la fosforilacion. Otros receptores se localizan
siempre en el nicleo y estdn asociados con el DNA en ausencia de la hormona. El enlace del
dimero hormona-receptor induce la activacién o represién transcripcional dependiendo de la
naturaleza del gen blanco y las proteinas regulatorias asociadas, Debe indicarse que a menudo,
los receptores inducen una cascada de eventos en los cuales los genes blancos activan o
reprimen otros genes. En una regulacién positiva, el resultado final es la transcripcion y

formacion de una nueva molécula de mRNA (7, 8)

Dominios de Dominio de
Transactivacion Union al Ligando
NH, Dedos de Zn COOH
Dominio de enlace Domimo de
al DNA Dimerizacion

Figura 2. Estructura de los receptores estervidales.

14

Julio César Rivera Leyva



Universidad Nacional Auiénoma de México

El funcionamiento correcto de las génadas, que depende de su integridad estructural y
hormonal, es critico para la reproduccién y, por lo tanto, para la supervivencia de las especies.
Las hormonas de las génadas tienen otras acciones importantes; por ejemplo, son anabdlicas y
por lo tanto se requieren para regular el metabolismo en piel, huesos y misculos (2, 3).

El sistema reproductor femenino y masculino dependen de las hormonas para su
funcionamiento, y en gran medida son las hormonas esteroides las que regulan dichos
procesos, Cabe mencionar que son esenciales para la estimulacion de la espermatogénesis,
funcionamiento de las vesiculas seminales, elaboracidn del semen, regulacién del ciclo
menstrual en la mujer, maduracién del évulo, proliferacion y crecimiento de’ células
especificas del cuerpo y responsables del desarrollo de la mayoria de los caracteres sexuales

masculinos y femeninos.

Esteroides IO ® e 3 Complejo

oooe
L I Receptor

® /T ° . . Hormona-receptor

Proteina especifica l

“I\deuccién

Ribosomas €= N A
Citoplasma

Figura 3. Mecanismo de accién de hormonas esteroides.
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Cuando los testiculos no son funcionales durante la vida fetal o cuando existe ausencia
genética de los receptores de androgenos en las células blanco, no se desarrollan los érganos
sexuales masculinos. El criptorquidismo puede ser producido por la falta de testosterona a
causa de anormalidades genéticas (8).

En las mujeres, una secrecién hormonal ovarica inferior a la normal puede ser
consecuencia de ovarios mal formados, de la falta de ovarios o de ovarios genéticamente
anormales y que secreten hormonas no funcionales porque faltan enzimas en las células
secretoras. Existen casos en los cuales existe una hipersecrecién extrema de hormonas
ovdaricas, a causa de un tumor de células de la granulosa, provocando hiperirofia del
endometrio uterino y sangrado irregular

La manifestacion de anormalidades en los procesos reproductivos suelen estar
relacionados con un metabolismo anormal de las hormonas esteroides (8), cuyo origen puede
ser genético o adquirido. En el primer caso, las alteraciones pueden presentarse por exposicién
a agentes mutagénicos durante la gestacién o por herencia. En el segundo caso, las
manifestaciones anormales en procesos reproductivos pueden adquirirse por exposicion a
factores ambientales, como son los desechos procedentes de productos agricolas, pesticidas,

desechos radioactivos, contaminacion en el aire, en el agua y desechos sdlidos.
1.5 ESTROGENOS AMBIENTALES

Con {a modernizacién de nuestra sociedad, ha aumentado la produccion de materiales
sintéticos y gran parte de ellos son utilizados en nuestra vida cotidiana como articulos de
consumo comin. Una ampha variedad de estos compuestos son elaborados a partir de
derivados del petréleo, que por su naturaleza quimica tienden a ser poco degradables y su
persistencia en el ambiente los ha convertido en contaminantes muy difundidos, ya sea en el
aire, el agua o en la tierra. Entre estos compuestos se encuentran pesticidas, herbicidas,
detergentes y agentes con accién terapéutica. Ejemplos de este tipo de contaminantes son los
pesticidas organoclorados, bifenilos policlorados, dibenzodioxinas, alquilfenoles y ftalatos
plastificantes. Por su origen antropogénico, este tipo de contaminantes tienden a acumularse.

en sitios densamente poblados o industrializados, son generalmente desechados por los
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drenajes caseros, efluentes industriales y dirigidos al cause de rios, lagos y mares. En el caso
de los insecticidas y pesticidas, estos se distribuyen a través del aire y son facilmente
arrastrado por ¢l viento, distribuyéndose a nivel global. En otros casos, se acumulan por
deposicion en la tierra, donde se filtran a mantos acuiferos, que son utilizados como fuente de

agua potable en muchos paises (9).

La exposicion continua y cronica a este tipo de compuestos en peces, mamiferos y aves
ha permitido relacionarlos con una serie de disturbios a nivel de sistema y ciclo reproductivo
(10, 11, 12) observaciones anteriores se han realizados en la mayor parte de los casos por
casualidad. Generalmente las alteraciones en animales se han observado despugs de
exposiciones catastréficas a contaminantes. En diferentes estudios realizados en el hombre
durante el periodo de 1938 a 1990 se ha mostrado la existencia de alteraciones en ¢l aparto
reproductor, como la disminucién en el volumen de semen y concentracion de esperma.
Durante este mismo periodo se observé un marcado aumento en la incidencia de cancer
testicutar (11, 12). De estas observaciones se ha inferido que el origen de los desérdenes a
nivel reproductivo podrian deberse a factores ambientales. En los afios 60°s se reportaron
anormatidades en tracto reproductivo de hombres, cuyas madres recibieron tratamiento a base
de estrogenos durante su embarazo; estos efectos se han demostrado experimentalmente en
animales de laboratorio, indicando que algunos de los contaminantes quimicos ambientales
pueden tener efecto estrogénico, y que un factor de riesgo puede ser la exposicién a ellos
durante el periodo fetal (10, 11, 12, 15).

En las mujeres se ha observado un incremento en la incidencia de cancer de mama,
infertilidad, endometriosis y otro tipo de cénceres en tracto reproductivo (9, 13), Los cambios
encontrados en los machos de vida silvestre incluyen feminizacion, disminucion de la
fertilidad o disfunciones en la produccién hormonal (13, 14). En peces machos de los lagos y
rios de Gales ¢ Inglaterra se observo un aumento de vitelogenina, una proteina muy abundante
en ¢l plasma de los peces hembras (9, 14, 15).

De las observaciones anteriores se generd un concepto relativamente nuevo, el cual
implica la accién de contaminantes ambicntales sobre las funciones reproductivas de
animales, peces y humanos. Se conoce como Estrogeno Ambiental (EA) a todo contaminante

quimico de origen sintético o natural, que puede actuar o simular la actividad de un estrogeno
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endogeno (efecto estrogénico) en €l organismo (16).

1.6 EFECTOS ADVERSOS DE L.OS ESTROGENOS AMBIENTALES

Se ha reconocido desde tiempo atrds que la exposicion de humanos y animales a la
accién de los EA puede resultar en cambios adversos en el desarrollo reproductive. La
sospecha de que los estrégenos ambientales son los causantes de los desordenes en ¢l sistema
reproductivo se deriva del incremento de este tipo de disfunciones a la par que proliferan en el
ambiente contaminantes estrogénicos, a los que estamos expuestos dia con dia. Algunos de los
desordenes mas cominmente detectados son;

a) Incremento de alteraciones a nivel reproductivo en los hombres: disminucién en el
volumen de esperma, cincer testicular, malformaciones en genitales externos, y testiculos sin
descender (criptorquidismo) (17, 18).

b) Cambios en la salud reproductiva de hombres por exposicidon a xenoestrdgenos
durante el periodo fetal o neonatal, por efecto adverso de las terapias con base en estrogenos
recibidas por las madres (9, 18).

¢) En animales domésticos, se ha encontrado criptorquidismo e hipospadias (9).

d) En Estados Unidos, asi como en el Oeste de Europa se ha notado un incremento de
cancer de mama en mujeres (19).

Se conoce que en el periodo de 1948 a 1971, de 2 a 6 millones de mujeres recibieron
tratamiento con dietilestilbestrol (DES) para prevenir ¢l aborto; posteriormente se observo que
una pequefia fraccion (0.1 %) de las hijas de estas mujeres, entre los 15 y 20 afios, presentaron
un raro tipo de cancer conocido como adenocarcinoma vaginal (9, 19).

En los lagos de Florida, Louis J. Guiliette, un endocrinélogo de la Universidad de
Florida, ya habia detectado variaciones en el periodo de incubacion de los huevos de
cocodrilo. Observd que el grado de incubacion y la sobrevivencia de los huevos provenientes
del Lago de Apopka era significativamente menor al de los huevos provenientes de otros
tagos. En estudios posteriores se determiné que en los huevos del Lago de Apopka los niveles
de DDE- el metabolito active del DDT- eran de 6 ppm. En el afio de 1980, ocurrié un derrame
de dicofol, el cual contenia un 15 % de DDT (20, 22). Los cocodrilos machos del l.ago de

Apopka producian elevados niveles de estrégenos, mientras que la preduccion de
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testosterona, la hormona masculina, estaba disminuida.

Se encontré también que los machos tenian vesiculas seminales anormales, y que las
hembras, con altos niveles de estrdgenos naturales, contenian en sus ovarios huevos anormales
(9, 20, 21).

Un afio después Guillette reprodujo experimentalmente en el laboratorio algunas de las
anormalidades de los cocodrilos del Lago de Apopka, encontrande que el estradiol
incrementaba la tasa natal de hembras, mientras que el DDE afectaba el sexo de las crias,
produciendo incluso animales asexuados. Guillette estudi6 a los cocodrilos adultos del lago de
Apopka, encontrando machos con penes de tamaiio disminuido, considerindolos sexualmente
incompetentes (9, 20, 21, 22),

En otros casos, se han detectado efectos adversos del DDT: En las costas del sur de
California se derramaron 1.9 miltones de kg. de este producto, produciendo alteraciones en los
huevos de pelicanos (23). En la Isla de Santa Barbara, el Dr. Michael Fry determiné un
incremento en la poblacién de hembras de las grullas, mientras que en la poblacién de machos,
la infertilidad fue frecuente. En otras poblaciones de aves se han detectado problemas
similares, incluyéndose alteraciones en los embriones y érganos reproductores incompletos en
los machos. En el ecosisterna de estas poblaciones es comin encontrar un alto nivel de
contaminacion de productos como los bifenilos policlorados (9, 15).

En los peces machos de los rios de Inglaterra se ha detectado un incremento de
vitelogenina, una proteina abundante en ¢l plasma de los peces hembras, y que es producida
por el estimulo de estrogenos. El agua de estos rios es continuamente alimentada por efluentes
de la plantas de tratamiento. Se encontrd que los niveles de vitelogenina eran hasta 500 veces
mayor a los niveles normales en la poblacion de peces cercana a los efluentes, mientras que
los niveles eran normales en la poblacion alejada . Los contaminantes que se encontraron en
altas concentraciones en los efluentes fueron el octil y nonilfenol, productos de la hidrélisis
bacteriana de los alquilfenoles utilizados como detergente, y espermicidas (19, 24).

En un estudio realizado por Mary S. Wolf se determiné que la incidencia de cancer de
mama en mujeres se incrementaba conforme aumentaba la concentracién de DDT en el tejido
graso de las pacientes (9). En otros estudios epidemioldgicos se ha determinado que ¢l riesgo

de contraer cancer de mama se incrementa cuando se aumenta la exposicion al DDT y otro
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tipo de compuestos quimicos con actividad estrogénica (9).
1.7 ORIGEN DE LOS ESTROGENOS AMBIENTALES

Los EA se consideran productos de desecho que derivan a su vez de productos de uso
comin en la industria, aunque algunos provienen del metabolismo microbiano de otros
compuestos quimicos de desecho. Existen productos quimicos muy difundidos en el ambiente
y de uso comtin en la poblacién, que aunque no son desechos, se considerat contaminantes
ambientales debido a su persistencia en el ambiente despuds de su utilizacién como
plaguicidas y herbicidas (14). La sintesis quimica de nuevos de compuestos con efectos
potencialmente estrogénicos es muy variada, e involucra a la industria quimica como una de

las principales fuentes de compuestos estrogénicos (15).

Pesticidas organoclorados.

Los pesticidas organoclorados incluyen a los diclorodifenilalcanos (DDT;DDD;DDE),
ciclodienos, hexaclorobencenos y hexaclorociclohexanos. El DDT fue ampliamente utilizado
hasta los afios 60°’s, antes prohibido su uso en Estados Unidos. Posteriormente, el
hexaclorobenceno fué utilizado hasta 1985. Muchos de estos compuestos adn se encuentran
circutando en el ambiente o bicacumulados en los tejidos grasos del cuerpo. La eliminacién de
ellos es muy lenta y sus efectos son muy persistentes. EI DDT tiene una vida media hasta de
60 afios en el ambiente. La actividad estrogénica det DDT comparada con la del estradiol (E;)
es mucho mas baja, pero su largo tiempo de vida media y sus propiedades de bioacumulacion
indican que los niveles de exposicion humanos pueden ser suficiente para inducir efectos

estrogénicos en ciertas circunstancias (15, 25)

Bifenilos policlorados.

Los bifenilos policlorades (PBC’s) son productos quimicos industriales utilizados
desde 1929 como fluidos hidraulicos y de transferencia de calot, adhesivos, retardantes de
flama, fluidos dielféctricos para capacitores y transformadores. Se encuentran comercialmente
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en mezclas de distintos congéneres. Su produccion y uso fué prohibida en 1977, pero persisten
en el ambiente por su alta bioacumulacion y por su baja biodegradacioén (26, 27).

Polietoxilatos de alquilfenoles.

Los alquiifenoles y compuestos relacionados estan presentes en las superficies acuosas
y en sedimentos acudticos. Son el producto de la degradacién microbiana de los polietoxilatos
de alquilfenoles (APE’s) por actividad microbiana. Son utilizados como surfactantes
industriales en detergentes, pinturas, herbicidas, pesticidas y cosméticos. Mas de 300 millones
de kilogramos de APE’s son producidos anualmente y liberados a ambientes acuaticos en
forma de APE’s de cadenas pequefias. Los alquilfenoles son relativamente persistentes y son

bicacumulables en el tejido graso de organismos vivientes (28, 29, 33).

Fitoestrégenos.

Los fitoestrogenos son compuestos naturales presentes en las plantas e ingeridos
diariamente en el orden de mg. Las sustancias activas son isoflavonas (genisteina y daidzina) y
cumestanos. Algurios de los productos ricos en fitoestrogenos incluyen espinacas y frijol de
soya. El frijol de soya es considerada una rica fuente de estrogenos y utilizada en la industria
alimenticia como fuente de proteinas, incluyéndose como sustituto en la formulacién de leche
infantil. Normalmente los fitoestrogenos son biodegradables, va que pueden ser metabolizados
y excretados. Se les ha encontrado actividad antiestrogénica, por lo que se le atribuye
actividad protectora contra cancer dependiente de estrogenos. En algunos casos de consumo

excesivo de fitoestrogenos se ha encontrado disminucién en la cueata espermdtica (30, 31),

Otros xenoestrégenos.

El bisfenol-A, es un monémero liberado de los frascos de policarbonato durante la
esterilizacion en autoclave, que se utiliza extensamente como plastificante también ha
mostrado actividad estrogénica. Otros productos quimicos utilizados en la industria del
plastico incluyen ésteres de flalato butilbencilftalato y di-n-butilfatalato. Los ftalatos son muy
abundantes como contaminantes ambientales producidos por ¢l hombre, e ingresan al
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organismo humano a través de distintas vias, principalmente en la dieta (32, 33, 34).

1.9 1.OS PARABENOS

Los compuestos esterificados derivados del écido p-hidroxibenzdico (APHB),
conocidos como parabenos (Pbens), se utilizan comdnmente en la industria de alimentos y de
cosméticos como conservadores por sus propiedades antimicrobianas (35, 36). Los ésteres
metilico (MePben), etilico {EtPben), propilico (PrPben) y butilico (ButPben) del APHB son
utilizados en preparaciones liquidas orales, en soluciones oftdlmicas, shampoos v cosméticos

en concentraciones de 0.02 a 0.2%,.

=0

HO HO

17 b-Estradiol Acido p-hidroxibenzéico y
sus ésteres:

R=H APHB

R=CH; MePb
R=C;Hjy EtPb
R=C Jl] 7 PrPb
R=C .1, BuPb

Figura 4. Estructura de los derivados del dcido p-hidroxibenzdico ( Pbens).

Recientemente se describio la actividad estrogénica del APHB, metabolito de este
grupo de substancias (37). Los Pbens producen efectos estrogénicos en roedores
probablemente debido a que su estructura quimica cuenta con un anillo fendlico que puede
unirse al receptor de estrégenos y actilan imitando su accidn (36, 37). Aunque la relacion
entre desordenes a nivel reproductive y la actividad estrogénica de algunos contaminantes

ambientales adn no es muy clara, se ha considerado el potencial estrogénico de estos
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contaminantes y su actuaciéon en los organismos como mimetizantes de los estrégenos

naturales.

1.8 EL EFECTO ESTROGENICO

Se ha hipotetizado que ciertos compuestos quimicos naturales o sintéticos pueden
modular ¢l funcionamiento del sistema enddcrino como mimetizantes o bloqueadores, Una de
las hipotesis mas apoyadas es la actuacién de los Xenoestrogenos a través del receptbr de
estrogenos aumentando o disminuyendo la actividad normalmente controlada por las
hormonas enddgenas {34, 35).

Se piensa que los xenoestrégenos pueden causar alteraciones de tipo endécrino y
reproductivo por varios mecanismos:

a) Mimetizantes de hormonas enddgenas, como son estrogenos y andrégenos.

b} Efectos antagonistas de hormonas endégenas,

¢) Alteracion del patrén de sintesis y metabolismo de hormonas naturales.

d) Modificacidn de los niveles de receptores hormonales.

El efecto estrogénico de los xenoestrégenos no ha podido ser determinado basandose
unica y exclusivamente en la estructura quimica del compuesto en cuestidn. Se ha encontrado
un gran niimero de contaminantes ambientales que han demostrado tener efecto estrogénico
con una gran variedad de estructuras quimicas. M. D. Shelby y cols,, ensayaron 10
compuestos con actividad estrogénica conocida o con sospecha de ella, entre los que se
encuentran el 17-p estradiol, DES, tamoxifén, 4-hidroxitamoxifen, metoxicloro, edulsofan,
0,p’-DDT, 2,2-bis(p-hidroxifenil}-1,1,1-tricloroctano (HPTE), nonilfenol y la kepona,
encontrando que todos los compuestos ensayados fueron estrogénicos (16). La variedad de
estructuras quimicas puede observarse en la Figura 5.

Teniendo en cuenta la diversidad de estructuras quimicas y la variedad de mecanismos
de actuacién de los xenoestrogenos, se han generado una amplia gama de ensayos para

identificar su efecto estrogénico.
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Los humanos estan expuestos a los estrogenos ambientales por diferentes vias como son : la
dieta, el agua potable, el aire y el contacto a través de la piel. Algunos de los xenoestrégenos
exhiben una fuerte actividad estrogénica, ademas de que son bioacumulables en la grasa y se
ha sugerido que gran parte de ellos tienen efectos aditivos (9, 34). Algunos deestos
compuestos estin presentes en altas concentraciones en el ambiente, tales como los ftalatos,
mientras que los pesticidas y PCB’s se encuentran en pequefias concentraciones (9, 32).

La complejidad de los quimicos ambientales se incrementa continuamente y 1o s
posible detectar todas las repercusiones de estos compuestos al ser liberados al ambiente. Sin
embargo, se deben utilizar los métodos disponibles, o incluso desarrollar nuevas alternativas
para monitorear los efectos adversos posibles de compuestos quimicos sintéticos y naturales
sobre el sistema reproductivo del hombre y la fauna silvestre. El sistema reproductivo de
machos es muy sensible a la influencia de un exceso de estrégenos, por ello mismo, los
estrogenos ambientales son los primeros sospechosos de causar desordenes a nivel
reproductivo en los hombres y machos de especies silvestres (9, 16).

Se requieren métodos para detectar los efectos estrogénicos de los compuestos
quimicos considerando los ensayos de mayor reproducibilidad. También es necesario analizar
el mecanismo de accion de los compuestos estrogénicos y finalmente, es importante asegurar
la toxicidad a nivel reproductivo de dichos compuestos quimicos para predecir sus efectos en

el ambiente, comunidades y ecosistemas {38).

1.9 EVALUACION DEL EFECTOQ ESTROGENICO

La presencia de estrégenos conocidos o EA en et medio ambiente ha sido detectada por
métodos analiticos como cromatografia de gases, espectroscopia de masas y HPLC. Para
determinar la estrogenicidad de un compuesto existe una serie de ensayos. Estos se pueden

dividir en dos grupos: ensayos en modelos animales (in vivo) y los ensayos in vitro (9, 15, 39).

a ) Modelos animales: Se utiliza una amplia variedad de animales de laboratorio en las

pruebas de estrogenicidad: aves, roedores y reptiles. EI ensayo mas comun en roedores es la
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estimacion de la produccion de cornificacion vaginal y la determinacion del incremento del
peso uterino, sin embargo esta medicion es costosa, laboriosa y no puede ser adaptada para
ensayos en gran escala. A la fecha se estd tratando de estandarizar el protocolo del ensayo
uterotréfico.

Los mamiferos pueden ser utilizados para estudios donde existe exposicién a bajas
concentraciones de xenoestrogenos durante el periodo fetal o neonatal y las consecuencias
reproductivas se manifiestan en la vida adulta. Se han analizado los mecanismos de

disrrupcién inducida por xenoestrégenos en el desarrollo reproductivo en roedores (9, 15).

Ensayo con huevos de reptiles: La diferenciacion sexual de los reptiles es dependiente de la
temperatura y de estrogenos La exposicién de huevos de tortuga a xenoestrogenos por
contacto directo en el interior o barnizando con ellos los huevos, da como resultado una alta
frecuencia de feminizacion o productos asexuales, cuando la incubacidn se realiza a una
temperatura a la cual se deben de producir un 100 % de machos. Este ensayo es aceptado para

estudios de exposicion a xenoestrogenos en la vida silvestre (15).

b) Ensayos in vitro. Pueden estudiarse dos aspectos complementarios en los ensayos in vifro:
la proliferacién de un linea celular estrogenodependiente y la induccion de una funcion
controlada por estrogenos. En el primer caso, el nimero de células y la incorporacion de
timidina radioactiva son los parametros de medicién. En el segundo caso, existen muchas
posibilidades. En un inicio se utilizd la produccién de prolactina {PRL) por céiulas de hipofisis
en respuesta a un compuesto estrogénico, como indicio de actividad estrogénica en un ensayo
in vitro, pero el ensayo fue abandonado por no ser especifico. En estos dias, los ensayos in
vitro mis comunes utilizan células ZR-75, MCF-7 y células de levaduras recombinantes (7,
15, 34, 35).

Linea celular MCE-7: Las lineas celulares de cdncer de mama humano que son sensibles ala
accion de los estrogenos, han sido utilizadas como modelos para probar efectos los
estrogénicos de los productos quimicos. El ensayo también llamado E-SCREEN esta basado
en la relacion dosis-respuesta entre la proliferacion de las células MCF-7 y la cantidad de

estrogenos a la cual estn expuestas durante 6 dias de cultivo. El estradiol es utilizado como
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estandar y por comparacién de los efectos del xenoestrégeno y el del estradiol, se puede
obtener la potencia estrogénica relativa del compuesto.

Linea celular ZR-75; Este es otro tipo de linea celular similar a la MCF-7 es utilizada en

bioensayos de estrogenicidad (proliferacion).

Lineas de células de levaduras recombinantes: Es una linea celular de levaduras
(Sacharomyces cereviceae) transformada con plasmidos que codifican para receptor de
estrégenos y un promotor de respuesta a estrogenos fusionado al gen estructural para B-
galactosidasa. Este ensayo detecta niveles de estradiol 100 veces mas bajo que el método de
radioinmunoensayo. Sin embargo, Ia sensibilidad a otras hormonas diferentes al estradiol es
muy baja (35, 39).

Vitelogénesis: La vitelogenina es una proteina producida normalmente en ¢l higado de
hembras de peces bajo control de estrogenos. En cantidades muy pequefias puede ser detectada
en la sangre de peces machos. Sin embargo, la exposicién a xenoestrdgenos activa el gen de
vitelogenina, dando como resultado un incremento de los niveles de vitelogenina en el plasma
de los peces machos. La vitelogénesis puede ser utilizada en estudios in vitro. La

concentracion de vitelogenina es determinada por un radioinmunoensayo especifico (7, 15).
El criterio de evaluacion,

En el congreso de Carolina del Norte en 1996 {39), en donde se discutieron las
metodologias utilizadas para determinar estrogenicidad, también se confirmaron los criterios
de evaluacion, como pardmetros de deteccion de estrogenicidad. En esta reunidn, se analizaron
mas de 50 formas de evaluar el efecto estrogénico en técnicas in vivo € in vitro. Entre estas se
encuentran, en las técnicas in vivo, el peso de los drganos reproductivos y su histologia,
niveles de hormonas en suero, activacion de genes in vivo, sintesis de proteinas, crecimiento,
desarrollo y el mantenimiento de la fertilidad. En los métodos in virro se incluye la

proliferacion celular, enlace a receptor de androgenos y estrégenos, sintesis de

-
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hormonasfenzimas esteroidogénicas, ensayo de genes reporteros utilizando células
transfectadas. De cada uno de estos criterios de evaluacion se analizé fa sensibilidad (definida
como la respuesta del ensayo a bajas concentraciones), especificidad (caracteristico para un
mecanismo de accién ), simplicidad relativa, problemas, confusiones y limitaciones de la
prueba. Para los ensayos in vitro se considerd la capacidad metabélica de los cultivos celulares
y la solubilidad de los compuestos quimicos en los medios de cultivo como factores de gran
importancia (39).

Los ensayos in vivo e mn vitro son complementarios. Los ensayos in vitro pueden
proveer valiosa informacion sobre los mecanismos de accién, Los ensayos in vive permiten la
deteccion de los efectos resultantes de los muitiples mecanismos, dan indicacién de los
efectos fisiologicos, sin embargo revelan muy poco acerca de los mecanismos de actividad
estrogénica (15, 16, 39).

Ventajas de los ensayos i vivo:

a) Consideran los procesos famacocinéticos del xenoestrogeno.

b) Son excelentes métodos aceptados por décadas por estar bien definidos.

¢) Estos métodos son utilizados para pruebas de toxicidad.

d) Incorporan un amplio rango de mecanismos.

¢) Proveen perspectivas comparativas hacia otros criterios de evaluacion para
toxicidad.

Ventajas de los ensayos in vifro

a) Sensibilidad a bajas concentraciones, incrementando su detectabilidad.
b) Especificidad en la respuesta,

¢) Costo mas bajo que los ensayos in vive.

d) Requiere pequefias cantidades de material.

) Los ensayos in vitro pueden ser automatizados.

f) Se pueden procesar grandes cantidades de ensayos a la vez.

g) Pueden ser utilizados para mezclas complejas.
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1.10 EL E-SCREEN

Se ha mencionado que los xenoestrogenos pueden actuar por diferentes mecanismos
para producir efectos a nivel de tracto reproductivo y que existe variabilidad de estructuras
quimicas en los compuestos estrogénicos (16). A lo largo de los tltimos 60 afios, los métodos
para determinar la estrogenicidad de xenoestrogenos se han basado en los ensayos in vivo,
utilizando la mayoria de las veces, la cornificacion vaginal y el incremento del peso uterino de
roedores (16, 38), Para disminuir los problemas inherentes a las pruebas con animales, se han
utilizado los bioensayos cuantitativos con células en cultivo. Se ha mencionado que ¢l criterio
de evaluacién mas adecuado para medir la estrogenicidad es la proliferacion celular (35). En
algunos ensayos in vivo, se requiere de la medicion del incremento de actividad mitdtica en
tejidos del tracto reproductive de hembras después de la administracion de un xenoestrogeno.
Esta metodologia no es adaptable para ensayos en gran escala. E! E-SCREEN es un método
que se ha desarrollado utilizando uma linea celular de adenocarcinoma humano, cuya
proliferacién es dependiente de estrogenos. Este ensayo evalia ¢l incremento de células MCF-
7 inducido por estrégenos y se considera el equivalente al incremento de la actividad mitotica
en ¢l endometrio de roedores (34, 35).

Entre las ventajas que el E-SCREEN ofrece como un método de deteccion de
actividad estrogénica, es la rapidez y sensibilidad con la cual se puede identificar a los
xenoestrogenos ambientales. Con ello, se elimina la desventaja de no poder predecir la
estrogenicidad utilizando solamente la estructura quimica de un compuesto. Otra de las
ventajas ofrecidas, es la identificacion de agentes causales de efectos estrogénicos, ya que es
facilmente adaptable para la realizacion de bioensayos a gran escala, lo cual no sc ha logrado
con los ensayos i vive. No debe olvidarse que la mayoria de los agentes quimicos con
actividad estrogénica se han detectado de manera casual.

En los ambientcs acuaticos, la concentracidn de vitelogenina en el plasma de los peces
machos puede ser utilizada como un mascador de la contaminacion del ccosisterma por
xenoestrogenos, pero entre los mamiferos no ¢xiste un marcador similar, De esta forma, el E-
SCREEN representa una excelente alternativa para resolver la evaluacion de efectos

estrogénicos en mamiferos (35).
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Se han utilizado diversos ensayos para medir la estrogenicidad. Alen y Doisy y otros
pioneros utilizaron ratones y ratas midiendo la comnificacion vaginal (34, 35, 40, 47); otros
investigadores adoptaron el ensayo uterotréfico utilizando dosis dnicas o miltiples de
estrogenos durante periodos de 24-72 hrs. en ratones y ratas ovacteriomizadas o inmaduras
(39). Esta diversidad de criterios, como se menciond anteriormente, no permite la
comparacién de los estudios ya que no se ha definido la manera mds adecuada para
determinar la accion de estrogencs en los animales, E! E-SCREEN se ha propuesto como una
de las mejores alternativas para establecer un estindar cuantitativo de actividad estrogénica.

De acuerdo a ensayos realizados por Soto y cols (34, 35, 41, 42), [a proliferacion de
células MCF-7 es parametro de evaluacion suficiente para determinar actividad estrogénica,
Las diferencias encontradas entre los ensayos en animales y en células MCF-7 se debe
principalmente a la diferencia del criterio de evaluacion, pero ambas metodologias muestran la
actividad estrogénica de la misma serie de compuestos evaluados (35).

Una de las mayores ventajas del E-SCREEN es que puede ser utilizado para ensayar la
actividad estrogénica de productos quimicos antes de que sean liberados al ambiente.

Uno de tos puntos que ha sido considerado de mayor relevancia en ¢l E-SCREEN, es
que puede ser utilizado para determinar el efecto estrogénico de mezelas de contaminantes
ambientales, siendo esta determinacidn ain mdas aceptable que la determinacion del efecto
estrogénico de los componentes individuales (34, 35, 39). Recientemente se ha postulado que
los xenoestrogenos son un factor de riesgo para cancer de mama, y midiendo la capacidad
estrogénica de un solo xenoestrégeno puede no ser un indicador suficiente de exposicion, dado
que diferentes personas tienen dietas diferentes y estdn expuestos a xenoestrogenos diferentes.
Por lo tanto, la medicion total de los efectos de los componentes de una mezcla son confiables
para asegurar la relacion entre los xenoestrogenos y ¢l cancer de mama. El E-SCREEN puede

ser utilizado para este fin (35).

Las bases del E-screen

La regulacién de la proliferacion celular por estrdgenos aun no se ha aclarado
totalmente. Se han formulado diferentes hipotesis:
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a) La hipotesis directa que propone que los estrégenos per se inducen la multiplicacion
de las céluias blanco.

b) La hipétesis indirecta positiva que propone que los estrégenos inducen la sintesis
y/o liberacion de factores de crecimiento, los cuales estimulan la proliferacion de las células
blanco.

¢) La hipétesis indirecta negativa, que propone el bloqueo de la sintesis o liberacion de
un inhibidor espéciﬁco de células dependientes de estrégenos por parte del Ez, y que es

secretado por un érgano intermediario.
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Figura 6. Modelo propuesto para ta actividad inhibitoria de la estrocolina,

3

Julio César Rivera Leyva



Universidad Nacional Auténoma de México

En base a variados ensayos, se ha encontrado que las células MCF-7 son
estrogenodependientes, ¥ que tanto el suero humano (SH) como el suero fetal bovino {SFB),
tratados con una mezcla de carb6n-dextran para eliminar esteroides tienen un efecto
inhibitorio en la proliferacién de dichas células (34, 35, 39, 41). Otros resultados apoyan la
hipdtesis indirecta negativa, sugiriendo que: a) ¢l SH y el SFB contienen un inhibidor
especifico de la proliferacion de células dependientes de estrogenos (estrocolina I), y b} Los
estrégenos promueven la proliferacion celular por la neutralizacion de este inhibidor. Aunque
aan no se comprende ¢l mecanismo por el cual actia el inhibidor, s¢ ha propuesto un posible

modelo para explicar este efecto que se muestra Figura 6:

Figura 6.a En el animal, los estrogenos (E) estdn unidos a proteinas transportadoras
(SHGB. albiimina, etc) y a la estrocolina. Solamente las estrocolinas libres son reconocidas
por las células dependiente de Es, inhibiendo su proliferacion. El enlace del E; al inhibidor

puede convertirlo en un inhibidor inactivo biologicamente,

Figura 6.b En condiciones de cultivo, la inactivacion por calor destruye la SHGB y por
lo tanto, existe mayor cantidad de E; libre para enlazarse al inhibidor, las célutas dependientes

de E; proliferan optimamente en medio suplementado con suero inactivado con calor.

Figura 6.c El tratamiento de suero con carbon-dextran (S-CD) elimina al E; y las

estrocolinas libres inhiben la multiplicacion celular.

Figura 6.d Finalmente, la adicion de E; al medio suplcmentadcln con §-CD permite la

union del E; y las estrocolinas, y s¢ asegura la proliferacion celular. (41).

El mantenimiento de la respuesta dependiente de E; en célutas MCF-7 depende de tres

factores primarios. la subclona de células MCF-7, las condiciones de cultivo y el disefio

_propio del experimento. Algunas células MCF-7 no clonadas han mostrado una independencia

de los estrogenos para su proliferacion después de multiples pasajés en cultivo. De esta

manera, se¢ han preferido las subclonas que han mantenido su respuesta proliferativa a
estrogenos para realizar estos ensayos (39).
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Cuantificacién de la proliferacion celular,

La cuantificacion de células MCF-7 en ¢l ensayo de proliferacion puede ser
determinada por una serie de métodos como la cuenta de micleos en un contador Coulter,
utilizando indices de proliferacién incluyendo la reduccién metabélica de MTT soluble (34,
35, 43, 44), la incorporacion de timidina tritiada y cuantificando proteinas seguido de la
tincién de células fijadas con sulforodamina-B (34). La utilizacion de diferentes indices de
proliferacion cetular requiere de mayores consideraciones, ya que la precision y la exactitud
pueden variar con cambios en la metodologia (39). Uno de los pardmetros que deben de
contemplarse en la eleccidn de un método de cuantificacién celular es la simplicidad del

método asi como la manipulacién de la muestra.
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2. HIFOTESIS

Los parabenos (Pben’s), compuestos utilizados ampliamente en la industria alimentaria
como conservadores, tienen en su estructura un anillo fenélico con un hidroxilo en posicion
para, guardando una estrecha relacién con la estructura del anillo A del estradiol, hormona
implicada en los procesos reproductivos de animales y seres humanos; lo que ha dado lugar a

pensar que estas sustancias pueden simular los efectos estrogénicos del estradiol.
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3. OBJETIVOS

En el presente trabajo se pretende:
¢ Realizar la estandarizacion de la técnica del E-SCREEN,

¢ Evaluar la actividad estrogénica de los parabenos (Fbens) utilizando la técnica del E-
SCREEN.
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4. MATERIAL Y METODOS

La metodologia utilizada en los bioensayos puede resumirse en el siguiente
diagrama:

CONGELACION
]
DESCONGELACION

l
CULTIVO

SUBCULTIVO

BIOENSAYO

]
ADHESION

|
ESTIMULACION

CONTEO
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4.1 MATERIALES UTILIZADOS

Células MCF-7 ATCC HTB-22 donadas por la Dra. Angelina Quintero del
Laboratorio de Cancerologia, Departamento de Bioguimica, Facultad de
Quimica, UNAM.

Células MCF-7 ATCC HTB-22 donadas por el Dr. Radl Barrera, del
Departamento de Investigacién de Cancer det Pulmén de Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER), SSA.

Suero Humano donado por el Instituto Nacional de la Nutricién “Dr. Salvador
Zubiran”

Acido clorhidrico de Baker, S.A.

Aminoécidos no esenciales de Sigma-Aldrich Co., LTD.
Antibiético-antimicotico (Penicilina-Estreptomicina y Anfotericina B) de
Gibco, S.A.

Azul de tetrazoleo { Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoleo; MTT) de Sigma-Aldrich Co., LTD.

Bromuto de etilhexadecildimetilamonio (EHDMAB) de Fluka Chemie.
Buffer HEPES de Sigma-Aldrich Co., LTD.

Butilparabeno de Sigma-Aldrich Co., LTD.

Carbon activado de Baker, S.A.

Cloruro de magnesio de Baker, S.A

Cloruro de sodio de Baker, S.A.

Dextran T70

Dietilestilbestrol de Merck, SA.

DMSO para cultivo celular de Sigma-Aldrich Co., LTD.

Etanol GR de Baker, S.A.

Etilparabeno de Sigma-Aldrich Co., LTD.

Estradiol de Syntex, S.A.

Fosfato dibasico de sodio, de Baker, S A.

Fosfato monobasico de sodio de Baker, S.A.

Glutamina de Sigma-Aldrich Co., LTD.

Hidroxido de sedio de Baker, S.A.

Isopropanotl de Baker, S.A.

Isoton H de Coulter Electronics, Inc.

Medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM).con rojo fenol de Gibeo, S.A.
Medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM).sin rojo fenol de Gibco, S.A.
Metilparabeno de Syntex, S.A.

Piruvato de sodio de Sigma-Aldrich Co., LTD.

Propilparabeno de Syntex, 8 A

Suero fetal bovine (SFB) de Gibeo, 8.A.

Tripsina -EDTA marca Gibeo, S.A.

Triton X
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4.2 ACTIVACION DE CARBON

Este procedimiento se realiza con el fin de tener una mayor superficie de adsorcién en
las particulas de carbon. Se utiliza en el tratamiento de suero humano en presencia de Dextran
T70, para la eliminacién de esteroides presentes en dicha muestra de suero. Esto nos permite
asegurar la ausencia de estrogenos que promueven el crecimiento de la linea celular MCF-7,

Materiales :

Tubos para centrifuga de 50 mi.
Pipetas graduadas de 10 mi.
Vaso de precipitados de 50 ml.
Gradilla.

Centrifuga .

Mufla. .
Potenciometro.

Apgitador magnético,

Barras magnéticas.

Reactivos:

Carbon activado.

Acido clorhidrico 0.1 N

Hidroxido de sodio 0.1 N

Solucién buffer de fosfatos pH 7,4 y 10.

Procedimiento

Se pesan 10 g de carbon activado en un vaso de precipitados y se adicionan 50 ml de
acido clorhidrico 0.1 N, se mezcla la suspension preparada, y se dispone en tubos de
centrifuga de 50 ml. procurando mantener el carbdn suspendido. Se centrifuga la mezcla a
5000 rpm durante 10 min. Se elimina el sobrenadante con una pipeta, se adicionan 50 ml de
hidroxido de sodio 0.1 N y se resuspende et carbon.

Se centrifuga la mezcla a 5000 rpm durante 10 min. Se elimina el sobrenadante con
una pipeta, y se procede a lavar el carbon con agua destilada. Se adicionan 50 ml de agua
destilada, se resuspende el carbon y se centrifuga a 5000 rpm. El sobrenadante se decanta con
una pipeta y a éste se le determina el pH. Los lavados se repiten hasta obtener un pH de 7.0.

Se procede a secar el carbon a 120°C durante 2 hr. y posteriormente se coloca en una

mufla a 600 °C durante 3 hr. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se guarda en un
recipiente cerrado hasta su uso (34).
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4.3 PREPARACION DEL SUERQ HUMANO SIN ESTEROIDES CON MEZCEA DE
CARBON ‘DEXTRAN

El suero humano que se utiliza en la técnica del E-SCREEN debe ser tratado con una
mezcla de carbon-dextran para eliminar los esteroides presentes en dicho suero. El método es
aplicable a suero fetal bovino (SFB) cuando se requiera.

Materiales:

Matraz Erlenmeyer de 250 ml,

Probeta de 100 ml.

Tubo de centrifuga de 50 ml.

Pipeta graduada de 10 ml.

Propipeta.

Centrifuga.

Balanza granataria.

Sistemna de filtracion Millipore con membrana de poro de 0.44 pm y 0.22 um
estériles.

Reactivos:

Carbén activado, previamente tratado.

Dextran T70.

Suero humano (SH) proveniente de un banco de sangre autorizado o suero fetal

bovino (SFB).
NOTA: Debe utilizarse una mezcla de SH de distintos pacientes (pool) para minimizar la
variacion individual.

Procedimiento

Se prepara una suspension carbdn-dextran (CD) multiplicando la cantidad de suero que
se tratara por 1.1. Las proporciones utilizadas de carbén y dextran son las siguientes:
Cantidad de carbon: 5.0 % del Suero.

Cantidad de dextran: 0.5% del Suero.
Nota: Conservar siempre las mismas proporciones.

Después de multiplicar la cantidad del suero por 1.1, se llena un tubo de centrifiiga de
50 ml con agua purificada con el volumen calculado y se marca el recipiente. Se¢ pesa el
carbén y se coloca en el tubo de centrifuga, se adiciona agua destilada hasta la marca y se
mezcla. Se centrifuga a 2000 rpm por 2 min.

Se elimina ¢l agua con una pipeta, se adiciona agua nuevamente hasta la marca y se
resuspende por agitacion 6 con vortex. Se centrifuga nuevamente a 2000 rpm 2 min y se
elimina el agua con una pipeta.

Se adiciona el dextran T70, agua destilada hasta la marca, se resuspende por agitacion
0 en vortex y se centrifuga la suspension a 5000 rpm durante 5 min.

Se elimina el agua con pipeta y se adiciona el suero a la mezcia, se cubre con un
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parafilm y se resuspende. La mezcla se coloca en un matraz y se procede a incubar agitando a
6 rpm, a 37°C durante 60 min,

Alternativamente, se puede dejar en agitacion a 6 rpm en un cuarto frio a 4 °C durante
12 hr.

Al finalizar el periodo de incubacion, se centrifuga a 3000 rpm durante 20 min. y se
decanta el suero sobrenadante a un recipiente limpio Si se requicre se puede centrifugar
nuevamente en las mismas condiciones. El suero tratado se esteriliza por filtracion, en
campana de flujo laminar, inicialmente a través de una membrana 0.44 pm , y después por
membrana de 0.22 pum. Una vez estéril puede guardarse en congelacion a -20°C hasta el
momento de su utilizacién. Fl suero se mantiene en buenas condiciones hasta por un afio (45).

4.4 MANTENIMIENTO RUTINARIO DE CELULAS

Todo cultivo celular requiere de condiciones especiales y especificas para su
proliferacion. Las células MCF-7 requieren de una superficic para su adherencia, y una
apropiada es la que ofrece las placas de 25 y 75 ¢m2 marca Corning.

Materiales :

Frascos de cultivo de 25 cm® Corning No. de catalogo 25100-25.
Pipetas graduadas estériles,

Matraz Erlenmeyer | L estéril.

Equipo de filtracién Millipore estéril con membrana de 0.45 y 0.22 pum.

Reactivos:

Medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM).con rajo fenol

Suero fetal bovino (SFB) Hyclone catalogo A-1111-L .
Antibiético-antimicético Gibeo BRL No. catalogo 15245012 (penicilina 10000
Ul/ml -estreptomicina y anfotericina B 25 ug/ml.)

Buffer HEPES 1 M Sigma No. catalogo H-0887.

Acido clorhidrico concentrado.

Tripsina-EDTA al 0.1 % en solucion salina isetonica.

Piruvato de sodio In Vitro No. catilogo 950215 (160 mM)

Aminoacidos no esenciales Sigma , No. catalogo m-7145 (100x)

Glutamina Sigma, no. catilogo

4,4.1 PREPARACION DEL MEDIO DE PROLIFERACION

En un matraz de 1 It. se adicionan 800 ml. de agua purificada, se agrega el contemdo
de un sobre de DMED con rojo fenol al matraz. Se enjuaga con un poco de agua ¢l sobre para
arrastrar el polvo residual. Adicionar 3.7 g de bicarbonato de sodio, si el fabricante no
proporciona otras indicaciones. Se adiciona 10 ml de buffer HEPES para tener concentracion
de 10 mM. Se adicionan 10 ml de piruvato de sodio (concentracién final de 1 mM)y 10 ml de
amino4cidos no esenciales (concentracién final de 1 mM). Se completa el volumen del medio
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a 1 litro con agua purificada, se procede a ajustar el pH con HCI cone. a 7.3 (con una
variacion de + 0.1 unidades). Se adicionan 10 ml de antibiotico-antimicético (100 UI de
penicilina /ml)

Se realiza ia inactivacion del suero fetal bovino colocando 50 ml en un tubo Falcon e
incubando a 57°C ( 1°C) durante 30 min. Se filtra el suero a través de una membrana de 0.44
um , posteriormente se filtra el DMED recién preparado adicionando el SFB a través de una
membrana de 0.22 pm (DMEM con SFB al 5 %). El almacenamiento se debe realizar de 4-
8°C. El medio DMEM debe suplementarse con glutamina después de 20 dias hasta una
concentracion de 2 mM,

4.4.2 PRUEBA DE ESTERILIDAD

Colocar 5 ml de medio recién preparado en un frasco de 25 cm’ e incubar a 37°C y 5
% de CO, durante 48 hrs. Al término de este periodo, verificar si existe crecimiento
microbiano, en caso de resultado positivo, desechar el medio.

4.4.3 CULTIVO DE CELULAS

En un frasco de 25 cm® se adicionan 4-5ml de medio a temperatura de 37 °C y se
adiciona el inéeulo de células (10* a 10% células/ml). Se procede a incubar el cultivoa 37°Cy
5 % de CO, Fl medio deberd cambiarse cada tercer dia:

a) Eliminar el medio det frasco succionando con una pipeta Pasteur estéril conectada
a un sistema de vacio.

b) Realizar un enjuague con 1 ml de medio de cultivo y eliminarlo posteriormente.

¢) Realizar un segundo enjuague en la forma mencionada.

d) Adicionar 5.0 m! de medio nuevo con una pipeta estéril,

Se debe vigilar el crecimiento celular, y cuando se observe un recubrimiento total de la
superficie del frasco, el cultivo debe ser desprendido de la superficie de este con tripsina-
EDTA:

a) Se absorbe el medio con una pipeta Pasteur conectada a un sistema de
vacio

b) Se adiciona 1.5 mt de tripsina, se gira lentamente el frasco para permitir la
humectacion de toda la capa celular. ,

c) Se absorbe la tripsina y s¢ adicionan 1.5 ml més, exponiendo las células
la accién de la tripsina durante 1a 2 min.

d) Observar el desprendimiento de las células al microscopio, si €s necesano
golpear el frasco ligeramente para acelerar el proceso, se adicionan 4 ml
de medio de cultive para neutralizar al accion de la tripsina.

e} Se succiona y se expele varias veces con una micropipeta la suspension
cetular para eliminar camulos.

1) Se adicienan 2-3 mi de 1a suspension celular a otros 2 frascos nuevos a los
cuales se les ha adicionado previamente 5 ml de medio de cultivo.

Cuando las células han crecido a través de dos pasajes sucesivos, estas pueden ser
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utilizadas para los experimentos.

4.5 CONGELAMIENTOQ Y DESCONGELAMIENTO DE CELULAS

E! proceso de congelamiento de células permite el mantenimiento de una linea celular,
conservando sus caracteristicas bioldgica. Las condiciones requeridas son temperaturas bajas
para favorecer un metabolismo Iento, y reducir las probabilidades de mutaciones .

Materiales :

Tubos Falcon de 15 ml.

Tubos para congelacién Falcon de 1.2 mi (Criotubos).
Micropipetas de 1000, 200, 100 pl.

Puntas para micropipeta estériles,

Centrifuga.

Tanque de nitrogeno liquido o ultracongelador REVCO a -80 °C.

Reactivos:

Tripsina-EDTA al 0.1 % en solucién salina isot6nica .
Medioc DMEM con rojo fenol y SFB al 5%.
Dimetilsulfoxido (DMSQ} al 10 % en DMEM con rojo fenol:
Vaciar ¢l conterudo de una ampolleta de DMSO para cultivo celular (Sigma
No. Catalogo D-2650) en un tubo Falcon de 15 m! estéril. Diluir con DMEM con rojo fenol
de acuerdo a la cantidad de tubos a congelar, hasta la concentracién de 10 % de DMSO.

4.5.1 CONGELACION

Se toma un frasco de 25 cm® con cultivo de células que estén cubriendo toda la

superficie, y se elimina el medio DMEM con rojo fenol, se enjuaga con ! ml de tripsina y se
elimina esta con una pipeta Pasteur estéril. Se adicionan nuevamente 1.5 mt de tripsina y se
agita suavemente la placa para acelerar el desprendimiento de las células, verificandose esto
al microscopio. Inmediatamente se adicionan 3.0 ml de DMEM con rojo fenol nuevo, se
realiza una cuenta celular en camara de Neu Bauer y se procede a centrifugar la suspension
celular a 800 rpm durante 10 min.
Se elimina el sobrenadante y se adiciona medio DMEM con DMSO al 10 % hasta lograr una
concentracion celular de 10° células/ml y resuspender el paquete celular. Adicionar 1.0 a 1.2
ml de la mezcla en cada criotubo previamente etiquetado con el nombre de la linea celular, la
fecha y niimero de pasaje; colocar inmediatamente en los contenedores para refrigerar 2 hra 4
°C, posteriormente 2 hr a-20 °C y finalmente almacenar en el tanque de nitrogeno liquido (-
170 °C) o en un ultracongelador a -80 °C.
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4.5.2 DESCONGELACION

Se adicionan 5 ml de DMEM con rojo fenol y SFB al 5 % a un frasco de 25 cm?. Sacar
un criotubo y colocarlo en un bafio de agua a 37°C para iniciar ¢} descongelamiento durante un
par de minutos. Cuando se¢ desprenda el paquete celular sacar del bafio (sin descongelacion
total) y agregar el contenido del criotubo at frasco recién preparado. Incubar a 37°C y 5 % de
CO, durante 24 hrs. Al final del periodo, proceder a cambiar el medio DMEM con rojo fenol y
SFB al 5 % por medic nuevo verificando la adherencia de las células.

Finalmente, se mantiene el cultivo cambiando el medio cada 3 o 4 dias.

4.6 BIOENSAYOS EN EL. E-SCREEN

El E-SCREEN es un método que se ha propuesto para la evaluacién de los efectos
estrogénicos de diversos xenoestrogenos ambientales {34, 35). Dicho ensayo se realiza
utilizando células MCF-7 y ¢l punto final a detectar es la maxima proliferacion celular durante
los 6 dias que dura el experimento.

Materiales:

Placas Falcon de 96 pozos.

Micropipetas de 20, 100,200,1000 pl.

Pipetas estériles de 10 mi,

Cémara de Neu Bauer.

Tubos Eppendorf de 100 pl estériles.

Contador Coulter.

Lector de ELISA con filtro de 570 nm y 620 nm.

Reactivos:

Azul de tetrazoleo (Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il1)-2,5-difeniltetrazoleo;
MTT).

Tripsina -EDTA marca Gibco BRL, N® Catalogo 15402-012 (Tripsina ai 0.5%,
EDTA 4Na 5.3 nM).

Antibidtico-antimicotico Gibco BRL No. Catalogo 15245-012 (peniciiina -
estreptonticina 10000 Ul/ml y anfotericina 25 pg/mi).

Serie de Compuestos a evaluar.

Medio DMEM sin rojo fenot con SH-CD al 5 %.

Medio DMEM con rojo fenol con SFB al 5 %.

Suero humano tratado con carbon-dextran (SH-CD).

Solucion de Azul de tetrazoleo (2 mg/ml);

Solucidn lizante.

isoton I para contador Coulter.

Isopropanol acidulado (HCI 0.04 M en Isopropanol) o DMSO.
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4.6.1 PREPARACION DE SOLUCIONES
Tripsina-EDTA al 0.05 %.

Se reconstituye un frasco de Tripsina-EDTA con 20 ml de agua purificada estéril, se
coloca 1 ml de esta solucién en 20 tubos Falcon de 15 ml v se diluye agregando 9 m! de agua
purificada estéril a cada tubo. La conservacién de las soluciones preparadas es en refrigeracion
a -20° C hasta ¢l momento de uso.

Suere Humano tratado con carbdn-dextran (SH-CD).
Preparar de acuerdo al procedimiento de preparacién descrito previamente.
Medio DMEM con SH-CD al 5 % estéril.

Se coloca el contenido de un sobre de DMEM sin rojo fenel marca Gibco BRI. con
No. de catdlogo 13000-21 en 800 mi de agua purificada en un matraz Erlenmeyer de 1000 mi,
Se agita hasta disoluctén completa, al sobre se la adicionan 10 ml de agua para disolver el
polvo residual y se vierten al matraz. Adicionar 3.7 g de bicarbonato de sodio, si el fabricante
no proporciona otras indicaciones. Se adiciona 10 ml de buffer HEPES para tener
concentracion de 10 mM. Se adiciona 10 mi de piruvato de sedio (concentracion final de 1
mM) y 10 ml de aminodcidos no esenciales {concentracién final de 1 mM). Se completa el
volumen del medio a 1 litro con agua purnficada, se procede a ajustar el pH con HCl conc. a
7.3 (con una variacién de + 0.1 unidades). Se adicionan 10 ml de antibiotico-antimicético.(100
UI de penicilina /ml) y se ajusta el volumen den medio a {L con agua purificada.

El SH-CD previamente preparado se inactiva a 57 °C (= 1°C) durante 30 min. El
DMEM sin rojo fenol se coloca en el equipo Millipore con membrana de 0.2um y se conecta a
un sistema de véacio. Se adicionan 50 mi de SH-CD y se procede a la filtracién, Se realiza la
prueba de esterilidad. £1 DMEM con 5 % de SH-CD recién filtrado se coloca en un frasco
estéril y se etiqueta con los siguientes datos: nombre del medio, contenido de SH-CD,
concentracién de suplementos, nombre de quien lo preparé y fecha.

Medio DMEM con rojo ferol con SFB al 5%,

Preparar de acuerdo al procedimiento de reconstitucidn proporcionado en el sobre de
envoltura del fabricante o al método de propagacion de células

Solucién Lizante:

Pesar los siguientes reactivos:

Fosfato monobasico de sodio 689.95 mg.
Fosfato dibasico de sodio 709.8 mg.
Cloturo de sodio (15 mM) §77.0 mg
Cloruro de magnesio (2 mM) 406 6 mg.
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Disolver en 100 ml de agua purificada calidad HPLC o ultrapura.
Bromuro de etilhexadecildimetilamonio EHDAB (1 %)

10 g
Disolver en 100 ml de agua purificada calidad HPLC.
Triton X-100 (0.5%) 5ml
Isopropanct (2 %) 2 ml.

Mezclar las soluciones preparadas y aforar a un volumen final de 1000 ml.
Isoton II para Contador Coulter.
Filtrar a través de una membrana de 0 45 um.,
Solucién salina isotdnica estéril.

Se pesan 9 g de NaCl y se disuelven en 1L de agua purificada. Se esteriliza en
autoclave. Una vez fria la solucion, se procede a filtrar a través de membrana de 0.2 pm,

Selucion de MTT (2 mg/ml).

Se pesan 25 mg de MTT en un vidrio de reloj y se transfiere a un tubo de
ensaye de 12 x 75 cubriéndolo con papel aluminio para evitar exposicion a la luz, se adicionan
5 ml de 1a solucion salina isotdnica recién preparada y estéril. Se agita hasta disolucion en un
vortex, y se procede a esterilizar la solucién utilizando un swinex con membrana de 0.2 um de
poro estéril. El recipiente se guarda en refrigeracion a 2 2 8 °C hasta el momento de utilizarse.
Isopropanol acidulado (HCI 0.04 M en Isopropanoel) o DMSO,

Se adicionan 0.5 ml de HCI conc. a 60 ml de isopropanol y se mezcla.

Serie de Compuestos a evaluar,

Se preparan las soluciones Stock disolviendo en etanol grado Reactivo
Analitico (RA), y las diluciones posteriores en DMEM sin rojo fenol estéril.

4.6.2 ADHESION DE LAS CELULAS

E! dia del experimento, se toma un frasco con células que se encuentre listo para ser
tripsinizado. Se realiza la tripsinizacién como se ha descrito anteriormente para la
propagacion de células, se¢ adicionan 3 m! de DMEM con rojo fenol con suero fetal bovino al 5
%, y se procede a realizar la cuenta de células en la suspension recién preparada.
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4.6.3 CUENTA INICIAL DE CELULAS

En la camara de Neu Bauer se coloca una gota de la suspension celular y se procede a
contar los 4 cuadrantes de las esquinas exteriores del 4rea cuadriculada al microscopio con un
aumento de 40X, El nimero de células por mi se obtiene de acuerdo a la siguiente relacidn,
considerando que los cuadros contados miden ! mm de longitud por lado:

No. de Células /ml=( C/4) X 1 mm’ X 0.1 mm X 100,000

4.6.4 ADHESION DE CELULAS EN PLACAS DE CULTIVO

Para proceder a la fijacion de células, se prepara una suspension celular con DMEM
con rojo fenol y 5 % de SFB con una concentracion celular de 4000 células/200 pl. Para ello,
se puede tomar 300,000 células de 1a suspencion utilizada parra la cuenta, depositando este
volumen en un tubo Falcon de 15 ml Se diluye a 15 ml con DMEM con rojo fenol y se
homogeniza invirtiendo el tubo ligeramente varias veces. Debe evitarse la agitacion violenta.
En cada pozo de la placa se colocan 200 pt de la nueva suspension celular en cada pozo de
una placa de 96 pozos, homogeneizando periddicamente el tubo. Se agita la placa con
movimientos circulares para permitir la distribucién homogénea de las células. Realizado lo
anterior se incuba la placa a 37 ° C y CO, al § % durante 24 hrs.

4.6.5 ESTIMULACION

Después de 24 hrs, se verifica que las células se encuentren adheridas al fondo de la
placa. En drea estéril se realiza un lavado de la placa, eliminando el medio con rojo fenol de
cada uno de los pozos utilizando una pipeta Pasteur estéril. Se realiza un lavado utilizando 200
ul DMEM sin rojo fenol en cada pozo y elimindndolo posteriormente, verificando que se
retire completamente el medio de enjuague. Con una micropipeta de 1000 pl se adicionan 200
!l de DMEM sin rojo fenol en cada pozo de la serie de controles, y 190ul en la serie de pozos
para evaluar el compuesto quimico. Se adicionan 10 ul de las diferentes soluciones del
farmaco a evaluar. Se agita suavemente la placa con movimientos circulares para
homogeneizar el contenido del pozo. La placa se incuba a 37°C y CO; al 5 % durante 5 dias,
al final de tos cuaies se realiza el conteo celular.

4,6.6 EVALUACION DE PROLIFERACION CELULAR

4.6.6.1 CUENTA CELULAR CON CONTADOR COULTER

Calibracion del Contador Coulter.
Se enciende el equipo y se registran las condiciones de trabajo:

Tubo de Conteo: 50 um.
Limite Superior: 18 pum.
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Limite Inferior: 6 um.
Volumen de Conteo: 0.1 mi,

En una celda de conteo se colocan 5.0 ml de Isoton II filtrado y se colocan unas gotas
del calibrador no. 10. Se realiza la calibracidn de acuerdo al protocolo del fabricante.
Se preparan las celdas a ocupar en la cuenta, colocando en ellas 5.0 ml de Isoton II recién
filtrado, y se realiza la determinacién del contenido de particulas en cada celda. La cuenta se
realiza por triplicado.

Al finalizar el periodo de 5 dias, se toma la placa det bicensayo, se elimina ¢l medio de
cultivo con una pipeta, verificando que no queden residuos en cada pozo. Se adiciona 200 p!
de solucion lizante y se procede a raspar el fondo del pozo a contar con la punta de la
micropipeta utilizada, con movimientos circulares. Se succiona un volumen de liguido y se
expele varias veces para lograr una homogeneizacion y garantizar la lisis celular,

Se toman 100 ul de la solucion de lisis y se colocan en las celdas de conteo ya preparadas. Se
procede a realizar la cuenta por triplicado para cada celda.

Se recomienda realizar la lisis celular solo en 2 a 4 pozos a la vez. Los resultados se
calculan con la siguiente relacion:

Células/pozo = Cuenta del Couiter X Factor de Dilucién.
El factor de dilucién en las condiciones mencionadas es 100,

4.6.6.2 CUENTA CELULAR CON AZUL DE TETRAZOLEO (MTT)

El MTT es una sal de tetrazoleo soluble en agua que da un color amarillo cuando es
preparada en medio o soluciones salinas libres de rojo fenol. El MTT disuelto es convertido a
un formazin insoluble en agua, de color puarpura, por la actividad de las enzimas
deshidrogenasas. Este formazdn insoluble puede ser solubilizado en isopropanol u otros
disolventes, v la solucidn puede ser medida espectrofotométricamente, utilizando la
absorbancia come una medida de la concentracion del colorante consumico.

Reactivos:

Solucién de PBS estéril;
Isopropanol acidulado (HC1 0.04 M en Isopropanol} o DMSO.

Materiales:

Vidrio de reloj.

Filtro Swinex con membrana de 0.2 pm estéril.
Tubo de ensaye de 12 x 75.

Espétula.

Micropipetas de 20, 100 y 200 ul.

Lector de ELISA con filtro de 570 nm.
Agitador de placas de cultivo.
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Procedimiento:

En el momento en que se realice la cuantificacion de la protiferacién celular, se toma la placa
y se elimina el medio de cada pozo absorbiéndolo con una pipeta Pasteur. Se adicionan a cada
pozo 20 pl de la solucion de MTT y se procede a incubar por un periodo de 4 hrs. a 37 °C. Al
finalizar la incubacion, se adiciona a cada pozo 200 i de isopropane! acidulado o DMSO y
$e reposa durante 5 min, Al término de este periodo, se realiza una agitacién en el agitador de
placas a 6 rpm durante 10 min. La lectura de absorbancia se realiza en un lector de FLISA
utilizando el filtro de 570 nm y restando el blanco obtenido a 630-690 nm.

Los resultados de absorbancia pueden expresarse en % de actividad mitocondrial

utilizando la siguiente relacion;

Se obtiene el promedio geométrico de las absorbancias correspondientes al grupo
control.

ABSpon= £ ABS/n

donde n es el niimero de muestras en el grupo control.

% Actividad Mitocondrial=( ABS muesua’ ABSpeom) X 100
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Antes de iniciar los bioensayos se procedid a estandarizar el conteo de las células
MCF-7 utilizando un contador Coulter y la técnica del MTT para poder hacer un analisis de

correlacion entre ambos métodos.

Para la calibracién del contador Coulter se realizé una cuenta comparativa con una
camara de Neu Bauer, lo que permitié encontrar la sensibilidad y lineridad de la cuenta
celular. La estimacion de la proliferacidn celular con la téenica de MTT se llevd a cabo
mediante una curva de calibracién, relacionando el nimero de células con la absorbancia
obtenida en un lector de ELISA después de exponer durante cuatro horas a las células MCF-7

al colorante azul de tetrazoleo que es transformado a formaran por enzimas mitocondriales.

La evaluacion del efecto proliferativo producido por los Pbens en la linea cetular MCF-

7 fue estimado utilizando tanto el contador Coulter como la técnica det MTT.

5.1 CALIBRACION DEL CONTADOR COULTER.

La calibracion contador Coulter fue realizada utilizando diferentes volamenes (10 a 60
pL) de un estandar de particulas de latex de didmetro de 10 pum (estandar L10). El niimero de
particulas fue contado utilizando simultineamente una camara de Neu Bauer y el contador
Coulter, obteniéndose los parametros de comparacién para establecer la sensibilidad del
contador. En la Figura 7 se puede observar las regresiones lineales de los datos obtenidos por

estos dos métodos.
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Figura 7. Calibracidn del Contador Coulter.

Los resultados obtenidos nos muestran que las cuentas son mayores cuando se utiliza la
camara de Neu Bauer {Figura 7), lo que se refleja en la pendiente correspondiente de cada
linea de regresion siendo mayor la correspondiente a la camara de Neu Bauer (Tabla 1). El
coeficiente de correlacién es mayor en los datos de regresion del contador Coulter indicando

que la dispersion entre cuentas repetidas es menor por éste método.
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TABLA 1. Regresién Lineal en la cuenta de particulas de ldtex del estdndar L10.

Parametro Camara de Neu Bauer Contador Coulter
m 1451 1197
b -261 883
r* 0.9202 0.9893

Correlacién entre 1a cuenta celular en cimara de Neu Bauer y el Contador Coulter.

Linearidar. El analisis de correlacién entre las cuentas celulares obtenidas del
contador Coulter y la camara de Neu Bauer se realizo preparando una serie de muestras con

nGmero variable de células (Figura 8},

TABLA 2. Pardmetros obtenidos de la regresion lineal de la correlacion entre la cuenta

celular en cdmara de Neu Bauer y el Contador Coulter.

Pardmetro
m 0.7453
b 2470
r 09748

Esto nos permitio conocer el limite de sensibilidad del contador Coulter (la ordenada al
origen, tabla 2), que fue de un minimo de 2500 células y muestra un comportamiento lineal a
un namero celular mayor. Por otro lado se confirmé que la cuenta con cdmara de Neu Bauer

es mayor que la realizada con el contador Coulter,
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Figura 8. Correlacion en la cuenta de células enire el
contador Conlter y la cdmara de Neu Bauer

5.2 LINEARIDAD EN LA _TECNICA DE MTT

La Figura 9 muestra una curva de la relacion de poblacion celular y absorbancia
obtenida después de exposicion de las células MCF-7 al azul de tetrazoleo por 4 horas. La
linearidad de esta técnica estd en un rango de medicidn de la poblacion celular entre 1000 a
70000 células.

Por el valor del coeficiente de correlacion obtenido, podemos inferir que a valores
mayores de 70,000 células, ya no se encuentra un aumento proporcional entre los valores de
absorbancia y poblacién celular,
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Actividad Mitocondrial
{Absorbancia)
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Figura 9. Lincaridad de la Técnica de MTT.

TABLA 3. Pardmetros obtenidos de la regresion lineal del niimero de células MCF-7 y
acrividad mitocondrial.

Parametro
m 1.716
b 0.9566
r 0.95

83

Julio César Rivera Leyva



Universidad Nacional Autdnoma de México

5.3 CURVA DE CRECIMIENTO DE CELULAS MCF-7 ATCC

Se determiné el tiempo de duplicacién poblacional de la linea celular MCF-7 ATCC
proveniente det Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica. La curva de
crecimiento se realizé utilizando placas de 96 pozos, en DMEM con rojo fenol y 5 % de SFB.
La cuenta inicial de las células se llevd a cabo utilizando una cdmara de Neu Bauer, se
colocaron 2000 células en cada pozo y se realizaron 2 cuentas diarias durante 6 dias, el

nimero de células se determino utilizando el método de conteo celular con contador Coulter.

En la Figura 10 se muestra la curva de crecimiento de las células MCF-7, la cual tiene
una fase de latencia de 70 horas, y posteriormente se observa su fase de proliferacién
logaritmica (fase log) que se mantiene hasta las 126 horas. Después de este tiempo se presenta

1a fase estacionaria, posiblemente debida a la sobrepoblacion en cada uno de los pozos.

Tiempo de generacién media (tp)

Se determiné el tiempo de generacion media (tp), que se define como fa medida de la
velocidad de proliferacion y es el intervalo de tiempo en el cual un cultivo en crecimiento
exponencial duplica su mimero celular. El pardmetro tp se calcula con la siguiente ecuacion

(34), utilizada por Soto y cols. para éste propdsito:

o= (1) In ( C/Cy)
donde;
C= Es el numero inicial de células,
C,= Es el nfimero de células al tiempo t.
o = Es la constante de proliferacion celular instantanea.
tp = Es el valor de In { C/Cp) cuando C, =2 Cy.

Para las células MCF-7 ATCC

o.=0.030
Cuando C,=2C
o=(1/tp)In2
tp= (1) In 2
tp =23.10 hrs,
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TABLA 4. Cuenta celular en la curva de crecimiento de células MCF-7 ATCC.

Tieropo | 0 4 8 2 | 27 | 46 | 835 ¢ 675 T2 92 96 119 k26

Ix)

1* Det. | 2000 ] 3500 | 1733 2300 {36001 5500 | 12300 | 4800 | 48200 | 59500 | 94200 | 130800
2 Det. 1500 | 3000 | 2750 | 4050 | 3400 T100 | 4700 | 38000 | 64500 | 111800 | 111100
3* Det. | 1620 3600 | 1200 | 2650 | 3400 | 3600 7800 32000

Prom. | 1800 | 2291 | 2655 | 1816 [ 2910 | 3465 | 4449 | 9345 | 5603 | 42797 | 49706 [ 102623 I120548

No. de Células

El tiempo de generacion media ty de las células MCF-7 ATCC obtenido nos indica que

cada 23 horas se duplica la poblacién celular cuando esta se encuentra en su fase logaritmica

120000
100000
80000
60000
10000

20000

0 20 40 60 80 160 120

Horas

Figura 10. Curva de Crecimiento de Células MCF-7 ATCC.

S5




Universidad Nacional Autdnoma de México

Después de establecer la curva de crecimiento celular se procedié a estimar el efecto
de los ésteres del APHB, MePben, EtPben, PrPben y ButPben sobre la proliferacion de las
células MCF-7 empleando los dos métodos de conteo disponibles.

54 ESTIMACION DE LA INFLUENCIA DE_10S PBENS SOBRE LA
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PROLIFERACION CELULAR UTILIZANDO EL CONTADOR COULTER

En los bioensayos se compararon los efectos proliferativos de los cuatro Pbens, E; yel
vehiculo. Cundo se utilizé el procedimiento de conteo celular para contador Coulter (Figuras
11y 12) la evaluacién se Hevé a cabo en un rango de concentraciones det compuesto de 107 a
10 nM. La estimacién de 1a proliferacién celular se realizé contando las células contenidas en

cada pozo (células/pozo). Para la normalizacion en cada ensayo se utilizo la relacion :

M / C = promedio de células en los pozos tratados / promedio de células de los
pozos control

que indica el niumero de veces en que proliferaron las células estimuladas en relacion al grupo

control de acuerdo al método utilizado por Soto y cols. (34, 35, 41).

El analisis de varianza (ANOVA) no mostré diferencias significativas entre el numero
de células de diferentes muestras con respecto al control. Esto posiblemente es debido a que la
variacion intermuestral es muy amplia en cada punto de evaluacion. La estimacion de la
proliferacién cefular con contador Coulter toma como base la cuenta de los niicleos celulares
y la existencia de células MCF-7 multinucleadas produce una alta variabitidad en cada
determinacién. Existen otros factores que pueden influir en la estimacion de la proliferacion
celutar, como son la presencia de residuos de la lisis celulares (membrana celular) y la mayor

manipulacién de las muestras con respecto a la técnica del MTT.
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TABLA 5. Promedios de la Relacién ( M/C) de los Phens.

Conc

nM 1% | 10* [sx10*| 10° | 10% | 10" Lo | 100 n
Etanol | 1.19 | 1.18 094 | 154 | 110 | 091 * 4
E2 * 127 | 158 | 153 | 147 | 130 * " 12
MetPben | * * . 135 | 101 | 1.075 | 1.02 | 113 2
EtPben | * * * 162 | 3.088 | 2062 | 158 | 161 2
PrPBen | * * * 130 { 118 | 150 | 1.06 | 1.09 2
ButPben | * * * 076 | 159 | 150 | 2.73 * 3

*Concentraciones no evaluadas.
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en células MCF-7 ATCC. Cuenta cefular en contador Caulter.
* p<0.05
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Estimacidn de la respuesta proliferativa y la potencia proliferativa de los Pbens.

El efecto proliferativo (EP) de un compuesto también se ha descrito como la relacion

de la proliferacién maxima obtenida con un farmaco y la cerrespondiente al grupo control.

Efecto proliferativo (EP) :

EP = Proliferacién maxima inducida por el férmaco / Proliferacion en el

control

El efecto proliferativo relativo (EPR) indica la relacion del EP del farmaco y el EP del
E; (35).

Efecto proliferativo relativo (EPR) :
EPR = (EP del compuesto de prucba /EP del E;) X 100

La potencia proliferativa relativa (PPR) nos indica la concentracién minima del
compuesto evaluado para obtener una méxima proliferacién, con relacion a la concentracion

minima del E, para obtener un efecto proliferativo maximo (33).
Potencia proliferativa relativa (PPR):
PPR = {Dosis de E,/dosis del compuesto evaluado) X 100

Los parametros EP, EPR y PPR correspondientes a los Pbens se pueden apreciar en la
tabla 6. El EPR de los Pbens es variable con respecto al del E,. EI MetPben y PrPben tienen
un efecto proliferativo menor al del E; (85 y 94 % respectivamente), mientras que el EtPben y
el ButPben ejercen un efecto proliferativo mayor al del E, (195 y172 % respectivamente).
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La respussta proliferativa maxima del E; se produce a una concentracion de 5 x 107

nM., Los Pbens tienen una PPR menor, indicando que se requieren mayorss concentraciones

de Pbens para producir un efecto semejante al de E,. El orden de potencia de los Pbens es

come sigue: el ButPben es el compuesto que produce un efecto proliferative maximo a

concentraciones altas (1 nM) con la menor potencia relativa. Los demas Pbens, MetPben,

EtPben y PrPben tienen un efecto proliferativo méximo a concentraciones mayores que el E,

pero menores que el ButPben.

Orden de potencia relativa obtenida con el contador Coulter:

E2 >EtPbenButPben>>FPrPhen>MePben

TABLA 6. Respuesta estrogénica de células MCF-7 ATCC al E2, MetPben, EtPben, PrPben y ButPben.

COMPUESTO CONCENTRACION EpH EPR PPR
nM! % %
E2 0.0005 158 100 100
MetPben 0.001 1.35 85 50
EtPben 0.01 3.09 195 5
PrPben 0.1 15 94 0.5
ButPben 1 273 172 0.005

| Concentracion minima necesana para maxuma proliferacion celular,
[l Efecto proliferntive; Relacién entre la maxima proliferacion celular obtenida
con el compuesto quimico ¥ et control.
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55 ESTIMACION DE_IA INFLUENCIA DE 10S PBENS SOBRE EA
PROLIFERACION CELULAR UTILIZANDO [.A TECNICA DEL MTT

En las Figuras 13 y 14 se muestra ¢l efecto proliferativo inducido por E,, vehiculo y los Pbens
evaluados utilizando la técnica de MTT. El E, produce la maxima proliferacién de células
MCF-7 ATCC a una concentracién de 107 nM, el vehiculo no produce ningin efecto
proliferativo significativo en todo el rango de evaluacion (Figura 13). En la concentracion de
0.01 pM el E, produce una proliferacion de 123 % en relacién al grupo control. A esta misma
concentracion, la proliferacién de los Pbens varia entre 110 % y 126 %. Cuando se exponen
las células a concentraciones mayores de 0.01 nM de E; se induce una mayor proliferacion
(240 % a 0.1 nM, 166 % a 10 nM y 215 % a2 0.1 pM); con ura exposicién a concentraciones
mayores a {.1uM se observa una disminucioén de la proliferacion celular. Este mismo patrén

de comportamiento se observo en los casos de MePben, EtPben y PrPben,

El MePben solo indujo una proliferacion significativa del 134.2 % con exposicion de
las células a una concentracion de 1 nM, encontrdndose una disminucion de la proliferacion a
concentraciones mayores (Figura 13 a}. El EtPben no indujo una proliferacion significativa en
todo el rango de la evaluacién, alcanzando solamente una protiferacion maxima de 130 % con
0.1 nM (Figura 13 b). El PrPben presenta su mayor efecto proliferativo a una concentracion
de 1 pM (1398 %), en concentraciones mayores no se observa un incremento en la

proliferacion (Figura 14.a).

En contraste, ButPben induce un efecto proliferativo en la poblacion celular a partir de
una concentracién de 1 nM (137 %), incrementandose hasta alcanzar un efecto maximo a una

concentracion de 10 uM (158 %, Figura 14 b).

En la Tabla 8 se puede apreciar el Efecto Proliferativo Refativo (EPR) inducido por los
Pbens y E,;, y donde se muestra que el mayoer efecto proliferative es inducido por E,,
continuando en orden descendente, ButPben (65.9 %) y PrPben (58 %), mientras que los que
presentan menor efecto proliferativo son el MetPben y EtPben. De acuerdo con estos

resultados, se podria considerar que el efecto proliferativo puede estar relacionado con
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Figura 13. Efecto proliferativo de MetPben (a) y EtPben (b) en células MCF-7 ATCC.

Cada punto es el promedio x EE de 3 bicensayos con 6 pogos de cullive cada uno.

*
p<f.08,
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Figura 14. Efecto proliferativo de PrPben (c) y BatPben (d} en células MCF-7 ATCC.
Cada punto es el promedio + EE de 3 bioensayos con 6 pozosde cultive cada uno.

*

p<0.05
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el niimero de carbonos del sustituyente en la cadena alquilica, ya que conforme aumenta el

numero de atomos de carbono, aumenta el efecto proliferativo del Pben.

TABLA 7. Promedios de las evaluaciones del efecto proliferativo de los Pbens
(% actividad mitocondrial).

Conc. NM [ Cont, | 100 [ 108 [ 107 T 0¥ [ 107102 [ 1ol | o | 10 J100{ 108 [ 10° | 10° | m
Etanol | 100 | 96 | 91 | 98 | 99 [ 106 ] 88 | 106 | 115 | 10} 12
E2 105 | 138 | 184 | 23 | 151 | 132 | 183 | 240 | 182 | 166 | 215 | 136 18
MetPben | 101 106 | 116 | 121 | 118 | 134§ 108 | 112 | 117 | 113 | 75 18
EtPben | 101 Ti4 | 191G | 97 | 124 | 130 | 121 | 115 | 120. | 105 | 103 | 55 | 18
PrPhen | 96 125 {134 [ 130 [ 133 [ 311 1B3 | 14| s | 131 | (19 ] 52 [ 18
ButPben | 100 126 | 121 | 126 | 107 | 118 [ 137 [ 122 | 137 | 140 | 158 18

Estos compuestos han mostrado un efecto inhibitorio de la proliferacién celular a aitas
concentraciones (1 uM o mayores), como en el caso del MetPben y EtPben, que disminuyen
significativamente la proliferacion con respecto al control a una concentracion de 10 uM Este
efecto inhibitorio podria estar relacionado con la actividad antimicrobiana de los Pbens.

La Tabla 8 muestra la Potencia Proliferativa Relativa (PPR) de los Pbens evaluados.

De estos datos no se puede establecer ninguna correlacion estructural de los compuestos.
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TABLA 8. Respuesia estrogénica de células MCF-7 ATCC al E2, MetPben, EtPben, PrPben y ButPben.

COMPUESTO CONCENTRACION EPT EPR PPR

nM! % %

E2 0.1 2.48 100 100

MetPhen L0 1.34 55 10
EtPben 0.1 1.30 54 100
PrPhen 0.01 1.39 58 10000
ButPben 10000 1.58 659 0.001

I Concentracion minams necesaria para méxima prohferacion celular.
{1 Efesto prohferative, Relacion entre la méxima proliferacion celular obi
con ¢l compuesto y el coatrol.

1d

La evaluacion del efecto proliferativo de los Pbens por las técnicas utilizadas muestra

algunas tendencias paralelas:

Los valores de EP y EPR presentan una relacion directa con el niunero de carbonos
del sustituyente alquilico por ambas técnicas. Los valores mas alios de EP y EPR
corresponden al ButPben, los valores menores corresponden al MePben, EtPben y PrPben se
enicuentra en un rango de valores intermedios. Los valores de EP y EPR tienden a ser mas
altos cuando se utiliza el contador Coulter, sin embargo, el EtPben, no tiene esta tendencia.
Esta variacion probablemente ¢s producida por ser un niimero de muestra pequefio adicional a

la variabilidad intermuestral obtenida con el contador Coulter.

Dado que el efecto maximo observado para cada compuesto fue diferente en ambas
técnicas de conteo, los valeres obtenidos de PPR no muestran ninguna correlacién entre las

dos técnicas utilizadas.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, podemos concluir:

El contador Coulter modelo Z-1 proporciona una cuantificacion confiable (1*=0.9893)
de particulas. Las cuentas obterudas con el contador Coulter son menores que las obtenidas en
cdmara de Neu Bauer (Figura 9), sin embargo ¢l intervalo de linearidad mediante el contador
Coulter es mas amplio (1000 a 100,000 células).

La linea celutar MCF-7 ATCC utilizada, tiene un tiempo de proliferacion medio {tp)} de
23 hrs, muy cercano al valor obtenido de la linea celular MCF-7 BUS utilizada por Soto AM.
cuyo tp es de 20.4 hr.

La evaluacion de los parametros de proliferacion EPR y PPR utilizando el contador
Coulter nos permite caracterizar el intervalo de concentracion en el cual se puede presentar el
posible efecto estrogénico del compuesto evaluado. La Técnica de MTT permite una
evaluacion confiable de la proliferacion celular y realizar un mayor niimero de ensayos a la
vez, cuando se ticne una poblacion celular maxima de 70000 célutas, Mediante este método la

manipulacion de las muestras ¢s menor con respecto a la técnica con el contador Coulter.

En los bicensayos en que se expusieron células MCF-7 a diferentes concentraciones de
Pbens y se evaluaron los resultados utilizande el contador Coulter no se observaron
diferencias significativas entre el nimero de células de los grupos tratados con Pbens y E;
con respecto al grupo control. Esto posiblemente se debe a que las células MCF-7 son

multinucleadas vy dan como resultado una gran vanacién en los valores,

La evaluacion del efecto proliferativo de los Pbens mediante los dos métodos de

conteo nos indico que todos los Pbens inducen una proliferacion celular menor que la del E,.
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Del grupo de Pbens estudiado, PrPben y ButPben son los compuestos que producen
un mayor efecto proliferativo de las células MCF-7. El efecto proliferativo de este grupo de
farmacos puede estar relacionado directamente con la longitud de Ia cadena alquilica de los
Pbens, esto probablemente sea debido a que la interaccion con los receptores de estrogenos se

vea favorecida cuando se tiene grupos propilo ¢ butilo como sustituyente.

Existe una disminuciéon en la proliferacion celular cuando se utilizan altas
concentraciones de Pbens, posiblemente este efecto se relacione con la actividad

antibacteriana de estos compuestos.
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