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RESUMEN 

La dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona adrenal que se deriva del 

colesterol y puede ser metabolizada a estrógenos (estradiol) o andrógenos 

(testosterona). Estudios epidemiológicos y experimentales sugieren que la DHEA, ejerce 

un efecto protector en contra de varias enfermedades, entre eilas el cáncer de mama 

humano. Se ha demostrado que la DHEA afecta la proliferación de las células de cáncer 

de mama MCF-7, ya sea inhibiéndola o estimulándola; sin embargo, existe mucha 

controversia en cuanto a estos resultados. 

Por lo que en este trabajo se evaluó el efecto de la DHEA y dos de sus derivados 

(estradiol y testosterona), en la proliferación de las células MCF-7. Así mismo, se 

determinó si el efecto inhibidor de la DHEA se asociaba una disminución de la 

viabilidad y la muerte celular. 

La proliferación celular fue medida por medio de la incorporación del colorante 

cristal violeta; la viabilidad celular, por medio de la reducción de [(bromuro de 3(4,5-

dimetildiazoil-2-il)-2,5 difeniltratrazolium] (MTT) ; y la muerte celular por medio de la 

fragmentación del ADN y por el rompimiento del enzima Poly-ADP-ribosa polimerasa 

(PARP) mediante la activación de la caspasa-3. 

Nuestros resultados mostraron que la DHEA inhibió la proliferación celular a una 

concentración de 25 µM, pero la estimuló a concentraciones nanomolares (nM). Esto 

sugiere que posiblemente se presente un fenómeno similar a lo ocurrido in vivo, en 

donde concentraciones altas en el plasma sanguíneo protegen contra el cáncer y bajas 

concentraciones lo favorecen. La DHEA-S no afectó la proliferación a ninguna de las 

concentraciones utilizadas, lo que sugiere que en estas células sólo sirve como un 

reservorio. La testosterona inhibió débilmente la proliferación a partir de 1 µM y el 

estradiol la estimuló a concentraciones nanomolares (nM); sin embargo, el efecto de 

ambas no mimetizó el efecto antiproliferativo de la DHEA sugiriendo que ésta no se 

convierte a testosterona o a estradiol para producir su efecto. La DHEA disminuyó la 

viabilidad celular e indujo la degradación del ADN sin fragmentar a la PARP, lo que 

posiblemente sugiere inducción de muerte celular tardía independiente de la activación 

de la caspasa-3. 



INTRODUCCIÓN 

EL CÁNCER DE MAMA EN MÉXICO 

El cáncer en general se presenta actualmente como la segunda causa de muerte 

en nuestro país y aproximadamente el 6% de las defunciones por cáncer corresponden 

al mamario, ocupando éste el sexto lugar dentro de las causas de muerte por cáncer, se 

considera hoy que en el año 2010 habrá una tasa de mortalidad de trece por cada 

100,000 mujeres adultas y cerca de 4500 defunciones al año por esta causa en México 

(López-Ríos et al, 1997). 

En el país, cada 2 hor_as y media muere una mujer por esta enfermedad, es decir, 

se registran 1 O muertes diarias por cáncer de mama. En el mundo se presentan 

alrededor de 570,000 casos nuevos por año, y actualmente la American Cancer Society 

predice que una de cada 8 mujeres padecerá cáncer mamario durante su vida (López

Ríos et al 1997). 

En las mujeres mexicanas se presenta a partir de los 25 años, siendo más 

frecuente entre los 40 a 55 años de edad, de acuerdo con la Organización Mundial de la 

Salud (OMS). Actualmente existe suficiente información epidemiológica que sustenta la 

asociación de varios factores de riesgo de cáncer de mama, en particular los 

relacionados con el comportamiento reproductivo tales como: la menarca (primera 

menstruación antes de los 12 años), primer embarazo después de los 30 años, la falta 

de lactancia materna, la nuliparidad y la menopausia después de los 52 años (Tovar, 

1996). Generich en 1982 reportó que las tasas de mortalidad en las mujeres solteras, en 

2 



relación con las casadas, eran mucho más altas para la mortalidad por cáncer de mama 

que para otrns causas de muerte. 

Varios autores han descrito la evidencia de que la paridad y la lactancia tienen un 

efecto protector con respecto al cáncer de mama (Lazcano et al , 1982; Kelsey y Horn

Ross, 1993a; Kelsey et al , 1993b; Salve-Villedieu et al , 1995). Un factor de riesgo es el 

consumo de alcohol , que ha sido asociado con un incremento en la incidencia de cáncer 

de mama en mujeres que consumen por arriba de 2-5 bebidas alcohólicas por día 

(Smith-Warner et al , 1998). Yu en 1998, sugirió que el alcohol puede incrementar el 

riesgo de cáncer de mama, debido a que se elevan las concentraciones de estrógenos 

en el plasma, así como de factores de crecimiento relacionados con la proliferación 

celular. Por otra parte, la fuente primaria de estrógenos en mujeres postmenopáusicas, 

se derivan de la conversión de androstenediona a estrona en el tejido adiposo; por lo 

tanto, la obesidad postmenopáusica aumenta el riesgo de cáncer de · mama por el 

incremento en la producción de estrógenos (Brian y Heather, 2000). 
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Tratamientos para el cáncer de mama 

La selección del tratamiento inicial para el cáncer de mama está basada en el 

alcance y agresividad de la enfermedad. Para los cánceres en etapas 1, 11 y 111 , las 

principales consideraciones son tratar adecuadamente el cáncer y prevenir la 

recurrencia, ya sea en el lugar del tumor original (local) o en cualquier otra parte del 

cuerpo (metástasis). 

Con frecuencia el tratamiento quirúrgico en el tumor, o mastectomía (parcial, total 

o radical con disecación axilar) se hace necesario. También , se utiliza la terapia por 

radiación la cual va dirigida al tumor, en el seno, en la pared torácica o a otros tejidos 

que se conoce o se sospecha tengan células cancerosas malignas. 

Mientras que el tratamiento sistémico consiste en quimioterapia y terapia 

hormonal (con tamoxifen), la cual al hacer circular drogas y hormonas por todo el 

cuerpo, se intenta eliminar las células del cáncer que puedan estar presentPs en 

otras partes distantes del organismo. 

La mayoría de las mujeres recibe una combinación de tratamientos. Para 

los tumores en etapa O, el tratamiento estándar es la mastectomía o lumpectomía 

más radiación. Para los casos en etapas 1 y 11 , lo recomendado es lumpectomía 

más radiación o mastectomía con la disección de, por lo menos, un "ganglio 

centinela". Por lo común se agregan o quimioterapia o terapia hormonal. La 

presencia de tejido canceroso en los gánglios linfáticos axilares es muy 
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importante para la definición de la etapa del proceso, el tratamiento y seguimiento 

apropiados. 

Medicamentos nuevos, llamados inhibidores de la aromatasa, han mostrado 

ser tan buenos o mejores que el tamoxifen en mujeres con cánceres en etapa IV. 

( http: //pes. adam. com/ency I article/000913trt. htm). 
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LA DHEA Y EL CÁNCER 

La aromatización de los andrógenos adrenales representa la mayor fuente de 

estrógenos en las mujeres después de la menopausia, los cuales pueden promover el 

desarrollo de tumores mamarios dependientes de hormonas (Maggiolini et al , 2001 ). La 

conversión de los esteroides C19 a estrógenos es catalizada por un complejo enzimático 

llamado aromatasa, el cual está presente en células de la granulosa del ovario (McNatty 

et al , 1979), en las células de Leydig del testículo (Brodie e lnkster, 1993), en la 

placenta (Gadsby et al , 1980), en el tejido adiposo (Ackerman et al , 1981), en el cerebro 

(Steckelson et al , 1999), en la piel (Simpson et al , 1997), en el tejido endometrial y en el 

tejido de cáncer mamario ( Sasano y Harada, 1998). 

Estudios epidemiológicos y experimentales sugieren que la 

dehidroepiandrosterona (DHEA), hormona presente en mujeres pre-menopáusicas y 

postmenopáusicas, ejerce un efecto protector en contra del cáncer de mama (Di Monaco 

et al , 1997). 

Otros estudios demuestran que la concentración de los andrógenos adrenales 

son bajos en un grupo de mujeres con un alto riesgo de cáncer de mama (Wang et al , 

1975; Wang et al , 1979; Gomes et al , 1988). Zumoff et al (1981) confirman este 

descubrimiento para mujeres premenopáusicas y encuentran concentraciones 

supranormales de la dehidroepiandrosterona sulfatada (DHEA-S) plasmática en 

pacientes postmenopáusicas. Lo anterior puede ser explicado por la existencia de dos 

tipos de cánceres: uno asociado con las hormonas del ovario en el periodo 
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premenopáusico; y el otro, con ei medio ambiente hormonal postmenopáusico (también 

llamado cáncer adrenal) (De Waard , et al 1977) 

Najid y Habrioux (1990) revelaron que la concentración de la DHEA en mujeres 

que desarrollaron cáncer de mama son bajos, incluso nueve años antes del inicio o de la 

diagnosis de la enfermedad. También, estudios epidemiológicos en mujeres 

premenopáusicas muestran que las concentraciones de la DHEA y la DHEA-S en el 

plasma y orina están inversamente relacionados con el cáncer de mama (Di Monaco et 

al , 1997). Por otro lado, se ha sugerido que el efecto de la DHEA sobre el crecimiento de 

dicho padecimiento puede ser dependiente de la actividad hormonal; vía receptor de 

esteroides (SR), ya que la DHEA es metabolizada en el tejido mamario a 5-androstene-

3 0. 17 0-diol (ADIOL), un compuesto con propiedades androgénicas y estrogénicas 

(Hackenberg et al , 1993). Por lo anterior, se ha sugerido que la actividad hormonal 

predominante de la DHEA es estimular el crecimiento celular vía receptor de estrógenos 

(ER) Najid y Habrioux, 1990; Pizzini et al, 1992), pero también se le ha atribuido un 

efecto antiproliferativo debido a los receptores de andrógenos (AR) (Hackenberg et al , 

1993); este efecto antagonista puede ser explicado por la existencia de dos tipos de 

cáncer de mama humano (De Waard et al , 1977). Además, se ha demostrado que la 

DHEA ejerce numerosas actividades en condiciones fisiológicas y patológicas vía 

mecanismos no hormonales (Ebeling y Koivisto, 1994). 

Por otro lado, Maggiolini et al (2001 ), sugieren que la DHEA puede ser un 

substrato para la biosíntesis del estradiol en las células de cáncer de mama MCF-7. 

Van Landeghem et al (1985), describieron que a bajas concentraciones (en el rango de 

aquellas establecidas en el tejido mamario), la DHEA solo modifica el crecimiento de las 
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células MCF-7 que responden a hormonas. Se ha demostrado que el crecimiento de las 

células MCF-7 es estimulado por la DHEA con un máximo efecto a 10-4M (Tanaka et al , 

2000; Schmitt et al, 2001 ). Por otro lado, se ha demostrado que la DHEA-S, estimula el 

crecimiento de ias células MCF-7 (Billich et al, 2000; Ando et al, 2002); a pesar de que 

otros autores han sugerido que la DHEA-S no tiene efectos biológicos, posiblemente 

porque solo sirve como reservorio para la DHEA (Hayashi et al , 2000; Leowattana, 

2001). 

Por otro lado, varios autores han demostrado que la adición de la DHEA en la 

dieta de ratones, disminuye la incidencia de tumores mamarios espontáneos (Schwartz, 

1979., Boccuzzi et al , 1992; Feo et al, 2000), y que tiene un efecto anticarcinogénico 

(Gordón et al , 1981 ). También se ha reportado que la DHEA tiene algunos efectos 

benéficos, además del cáncer de mama, en una amplia variedad de enfermedades tales 

como: la obesidad, la diabetes, los desórdenes inmunes y la ateroesclerosis (Regelson 

et al , 1990; Schwartz et al, 1986; Watson et al, 1996; Bauleiu, 1996). Sin embargo, el 

papel de la DHEA en el cáncer de mama humano ha sido tema de debate por años, ya 

que los mecanismos por medio de los cuales ésta ejerce protección no se saben con 

exactitud. 

Las células MCF-7 constituyen un excelente modelo experimental para evaluar el 

efecto de muchas moléculas sobre la proliferación celular, por lo que en este trabajo se 

determinó el efecto de la DHEA, la DHEA-S, la testosterona y el estradiol en la 

proliferación de la línea celular de cáncer de mama MCF-7. 
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CARACTERÍSTICAS DE LA LÍNEA CELULAR MCF-7 

Las células MCF-7, son una línea celular derivada de un adenocarcinoma de 

mama humano, tienen receptores positivos a estrógenos (RE), los cuales pueden 

estimular el crecimiento de tumores mamarios dependientes de hormonas (Eisen y 

Weber, 1998), dichos tumores mantienen altas concentraciones de estrógenos en 

pacientes postmenopáusicas (Maggiolini et al 2001 ), debido a que algunos de estos 

tumores sintetizan estrógenos (Tanaka et al, 2000); estas células también expresan la 

actividad de la aromatasa (Najid y Habrioux 1990). Presentan ciertas características de 

un epitelio mamario diferenciado incluyendo la habilidad para procesar estradiol a través 

de receptores de estrógeno~ citoplasmáticos. El crecimiento de las células MCF-7 es 

inhibido por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Tomado de American Type 

Culture Collection ( ATCC) . 

Estas células fueron obtenidas de una paciente con las siguientes características: 

Edad de la paciente: 

Propiedades de crecimiento: 

Morfología: 

Tejido: 

69 años 

Adherentes 

Epitelial 

Adenocarcinoma de glándula mamaria 
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HORMONAS 

En este trabajo, el tema que nos ocupa es el cáncer de mama y la relación que 

tiene con algunas hormonas esteroideas como son: DHEA, la DHEA-S, la testosterona 

y el estradiol ; por lo que se hace necesario mencionar algunas características de las 

mismas. 

La palabra hormona proviene del griego hormon que significa, agitar o excitar. Las 

hormonas son sustancias químicas producidas por una glándula endócrina que son 

liberadas al torrente sanguíneo y ejercen su acción en una célula blanco (Nelson et al , 

2001) . 

Se sabe que las hormonas controlan el crecimiento de las células y los tejidos, los 

ritmos cardíacos, la presión sanguínea, la función renal , la movilidad del tubo 

gastrointestinal , la secreción de enzimas digestivas y de otras hormonas, la lactación y la 

actividad de los sistemas reproductores (Nelson et al , 2001 ). 
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Tipos de hormonas 

Existen varios tipos de hormonas que se diferencian por su estructura química. 

Las hormonas peptídicas pueden tener entre tres y más de doscientos 

aminoácidos (aa). Incluyen las hormonas pancreáticas insulina, glucagón y 

somatostatina, además de las hormonas del hipotálamo y la hipófisis. Estas hormonas 

son sintetizadas en los ribosomas como proteínas precursoras más largas 

(prohormonas), que son empaquetadas en vesícu!as secretoras y escindidas por 

proteólisis para formar los péptidos activos. 

Las hormonas del tipo catecolaminas derivan del aminoácido tirosina y son de 

baja masa molecular e incluyen las hormonas de la médula adrenal (adrenalina y 

noradrenalina) y las hormonas menos solubles del tiroides. Las catecolaminas 

sintetizadas en el cerebro y otros tejidos neurales actúan como neurotransmisores. Las 

catecolaminas están muy concentradas en el interior de vesículas de secreción, son 

liberadas por exocitosis y actúan a través de receptores de superficie para generar 

segundos mensajeros intracelulares. Están implicadas en una amplia variedad de 

respuestas fisiológicas frente al estrés agudo. 

Las hormonas eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos) 

proceden del ácido araquidónico, un ácido graso poliinsaturado de 20 carbonos. Son 

sintetizadas cuando son necesarias a partir del araquidonato, que ha sido liberado 

enzimáticamente de los fosfolípidos de la membrana por la fosfolipasa A2. Las 

eicosanoides son secretadas en el fluido intersticial fuera de las células y actúan de 
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forma parácrina sobre las células vecinas. Las prostaglandinas estimulan la contracción 

del músculo liso, incluidos los del intestino y del útero. También están implicadas· en el 

dolor y la inflamación en todos los tejidos. Los tromboxanos regulan la función de las 

plaquetas y, por lo tanto, la coagulación sanguínea. Los leucotrienos L TC4 y L TD4 

estimulan la contracción del músculo liso en el intestino, las vías pulmonares y la 

tráquea, y son mediadores de la respuesta severa inmune llamada anafilaxia. 

Las hormonas esteroides, son liposolubles e incluyen las hormonas de la corteza 

adrenal (mineralocorticoides y glucocorticoides), las hormonas que se forman a partir de 

la vitamina D y las hormonas sexuales mascul inas y femeninas (andrógenos y 

estrógenos). Las hOfmonas estreroideas son sintetizadas a partir del colesterol en varios 

tejidos endócrinos y son transportadas hasta sus células diana a través de la corriente 

sanguínea, unidas a proteínas transportadoras. Todas las hormonas esteroideas actúan 

por medio de receptores nucleares para cambiar el nivel de expresión de genes 

específicos. Los andrógenos (testosterona) y los estrógenos (estradiol) son sintetizados 

en los testículos , en los ovarios y en la corteza adrenal. 

Los retinoides son potentes hormonas que regulan el crecimiento, la 

supervivencia y la diferenciación celular por medio de receptores nucleares de los 

retinoides. La prohormona retinol es sintetizada principalmente en el hígado a partir de la 

vitamina A, y muchos tejidos convierten el retinol en la hormona ácido retinoico. Los 

retinoides actúan sobre todos los tejidos, pues todas las células tienen al menos un tipo 

de receptor de los retinoides. 

Las hormonas tiroideas T4 (tiroxina) y T3 (triyodotironina) son sintetizadas en la 

glándula tiroides a partir de la proteína precursora tiroglobulina. Dos residuos de tirosina 

de la tiroglobulina son yodados enzimáticamente y unidos covalentemente; T4 y T3 son 
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liberadas a continuación por proteólisis. Estas hormonas estimulan el metabolismo 

energético, especialmente en el hígado y en el músculo. 

El oxido nitrico (NO) es un radical libre relativamente estable sintetizado a partir 

de oxígeno molecular y del nitrógeno del grupo guanidino de la arginina en una reacción 

catalizada por la NO sintasa. Este enzima se encuentra en muchos tejidos y tipos 

celulares: neuronas, macrófagos y células del músculo liso entre otros. El NO actúa 

cerca de su lugar de liberación; penetra en la célula diana y activa el enzima citosólico 

guanilil ciclasa, que cataliza la formación del segundo mensajero guanina monofosfato 

cíclico (cGMP) (Nelson et al , 2001 ). 
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Transporte de hormonas 

Una vez que las hormonas son secretadas a la sangre, circulan por el plasma, ya 

sea como moléculas libres o unidas a proteínas transportadoras específicas; para las 

hormonas adrenales la proteína transportadora es fundamentalmente la trascortina, 

tambien llamada CBG (Corticosteroide binding globulin) y la albúmina. La transcortina es 

una 13- globulina que tiene una gran afinidad por el cortisol y por los asteroides con 

grupos cetónicos en posición 21 y 3, y con doble enlace entre los carbonos 4 y 5, y 

transporta el 70 % del cortisol plasmático y aproximadamente el 1 O % de la aldosterona. 

La albúmina tiene mucho menor afinidad por los esteroides, pero las concentraciones 

plasmáticas son muy superio'.es a la trascortina, por ello transporta el 20 % del cortisol y 

el 40 % de la aldosterona circundante. Estas sustancias transportadoras permiten la 

solubilización en el plasma de sustancias lipoides, ya que las hormonas unidas a una 

proteína transportadora no son biológicamente activas, pero tampoco son 

metabolizadas. Generalmente las hormonas peptídicas, proteicas y las catecolaminas 

circulan libres aunque hay excepciones (Tresguerres, 1999). 
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Mecanismo de acción hormonal 

Todas las hormonas actúan mediante receptores localizados en células diana 

sensibles a hormonas, a los que éstas se unen de forma específica y con alta afinidad, 

ésto permite a las hormonas ejercer sus funciones biológicas a concentraciones muy 

bajas en la sangre, en un rango que va de micromolar (10-óM) a picomolar (10-12M) 

(Nelson et al , 2001 ). 

Las hormonas peptídicas se sintetizan formando parte de un polipéptido más 

largo que es cortado por proteasas específicas inmediatamente después de ser 

transportado a vesículas secretoras para dar lugar a la molécula activa. La estimulación 

de una célula mensajera por un neurotransmisor u hormona causa la inmediata 

exocitosis de la hormona peptídica a la sangre. Las células mensajeras también son 

estimuladas para sintetizar la hormona y rellenar las reservas celulares. La hormona 

peptídica liberada tiene una vida media en la sangre de tan solo segundos o minutos, 

antes de ser degradadas por proteasas de la sangre y tejidos (Darnell et al , 1993). 

En este trabajo, las hormonas utilizadas pertenecen al grupo de las hormonas 

esteroideas. Estas hormonas, son transportadas por proteínas específicas desde donde 

son liberadas hasta donde ejercerán su acción. La interacción hormona-receptor 

provoca un cambio del potencial de membrana resultante de la abertura o del cierre de 

un canal iónico regulado por hormonas; la activación de un enzima-receptor por una 

hormona extracelular; un segundo mensajero, tal como el Adenosina-3', 5'-monofosfato 

cíclico (cAMP) o el trifosfato de inositol , es generado en el interior de la célula para 

actuar como regulador alostérico de algún enzima clave. En las células diana, estas 
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hormonas atraviesan la membrana plasmática por difusión simple y se unen a proteínas 

receptoras específicas presentes en el núcleo. Los complejos receptor-hormona se unen 

a secuencias del ADN altamente específicas (elementos de respuesta hormonal (HRE)) 

y modifican la expresión de los genes. El complejo hormona-receptor unido puede 

estimular o suprimir la expresión (transcripción a ARNm) de genes específicos 

adyacentes a los HRE y, por lo tanto, la síntesis de las proteínas codificadas por estos 

genes (Nelson et al, 2001 ). 
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Metabolismo hormonal 

La degradación metabólica ocurre por medio de enzimas que activan la 

proteólisis, proceso de oxido-reducción y/o introducción de grupos funcionales 

adicionales. El hígado es el lugar donde se lleva a cabo el metabolismo de 

prácticamente todas las hormonas. Allí se conjugan con el ácido glucorónico y el 

sulfúrico y los productos resultantes se eliminan por la bilis o la orina. Muchas hormonas 

peptídicas y parte de las hormonas esteroideas libres se filtran en el glomérulo renal y 

se eliminan directamente por la orina, después de reabsorberse en parte por los túbulos 

y sufrir una degradación local (Tresguerres, 1999). 

Las glándulas suprarrenales 

En el humano, las glándulas suprarrenales son un par de estructuras piramidales, 

aplanadas, ubicadas en el retroperitoneo, sobre la pared posterior del polo superior de 

cada riñón. Miden alrededor de 1 x 3 x 5 cm y pesan en conjunto unos 1 O g (Finn, 2001 ). 

Están constituidas por la corteza y la médula. La corteza representa del 80-90 % de su 

peso; procede de los tejidos mesodérmicos y es la fuente de las hormonas esteroideas 

(Berne y Levy , 1995). Ésta se encuentra dividida en tres zonas, denominadas desde 

afuera hacia adentro, la zona glomerular cuyo principal producto de secreción es la 

aldosterona, la zona fascicular que sintetiza cortisol y la zona reticular que segrega 

andrógenos (DHEA, DHEA-S y testosterona) y estrógenos (estradiol, estrona y estriol) 

(Finn,2001 ). La médula suprarrenal forma del 10-20 % restante de la glándula y procede 

de las células neuroectodérmicas de los glanglios simpáticos y es la fuente de las 

hormonas catecolamínicas (adrenalina y noradrenalina) (Berne y Levy, 1995). 
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Síntesis de hormonas esteroides suprarrenales 

El precursor común de todas las hormonas esteroideas es la molécula de 

colesterol, en la que modificaciones en la cadena lateral como la hidroxilación en 

distintos puntos y la aromatización de los anillos, le confiere actividades biológicas 

individuales (Tresgueres, 1999) (Figura 1 ). 

Aunque las células suprarrenales son capaces de sintetizar colesterol , la mayor 

parte de éste llega a la glándula unido a las lipoproteínas de baja densidad (LDL). La 

unión de las LDL a sus receptores específicos en las células de la suprarrenal hace que 

el colesterol penetre al interior de las células por endocitosis, donde se hidroliza, dando 

como resultado colesterol libre. Parte del colesterol se almacena en las gotas lipídicas 

en forma de ésteres, de donde posteriormente podrá ser liberado para ser usado como 

sustrato (Tresgueres, 1999). 

Las enzimas que intervienen en la síntesis de los esteroides pertenecen a la 

familia de las enzimas oxidativas del citocromo p450 (CYP}, que reducen el oxígeno ce, 1 

electrones donados por el NADPH. La reacción limitante en la biosíntesis de los 

esteroides es el paso de colesterol a pregnenolona, que se realiza en la mitocondria. La 

conversión del colesterol a pregnenolona comprende tres etapas: dos hidroxilaciones en 

posición 20 y 22, y la escisión de la molécula entre los carbonos 20 y 22, formándose 

pregnenolona y ácido isocaproico. Estas reacciones se llevan a cabo por un enzima, la 

CYP11A1 , localizada en la membrana interna de la mitocondria (Tresgueres, 1999). 

La pregnenolona es extraída rápidamente de la mitocondria y sufre una 

modificación secuencial para dar lugar a los distintos esteroides. En el retículo 
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endoplásmico, la pregnenolona puede sufrir dos conversiones. Una es el paso a 

progesterona, reacción catalizada por el enzima 3-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3 

13HSD), produciéndose la deshidrogenación del hidroxilo en posición 3 y la isomerización 

del doble enlace de posición 5-6 a 4-5. La progesterona, mediante la acción de la 

CYP21 A2 (21 hidroxilasa) se transforma en 11-desoxicorticosterona. En la zona, 

glomerulosa, existe la enzima CYP1182 (aldosterona sintetasa), con tres actividades, 

11-hidroxilasa, 18-hidroxilasa y 18 oxidasa, por lo que, a partir de la 11-

desoxicorticosterona, se forma la aldosterona. En las zonas fascicular y reticular existe 

una enzima, la CYP17, con actividad 17hidroxilasay17-20 liasa Por lo tanto, en ellas la 

pregnenolona se convierte en 17-0H- pregnenolona mediante la hidroxilación en el 

carbono 17. En la biosíntesis del cortisol las siguientes hidroxilaciones se realizan en los 

carbonos 21 y 11 por acción de las enzimas CYP21A2 y CYP1181 . La hidroxilación en 

el carbono 17 de la pregnenolona permite que la actividad 17-20 liasa de la CYP17 

extraiga la cadena lateral del carbono 17, formándose la DHEA. Como la zona reticular 

tiene menor actividad 3-13HSD y 11-hidroxilasa, los principales esteroides que se 

sintetizan en esta zona son la DHEA y la DHEA-S por acción de la enzima 

dehidroepiandrosterona-sulfotransferasa (Tresgueres, 1999). La DHEA (313-hidroxi-5-

androsten-17-ona) es una hormona que contiene una molécula de 

ciclopentanoperhidrofenantreno, compuesta por 3 anillos {A, 8 y C) de 6 carbonos y uno 

(D) de 5 carbonos (Figura 1 ). La DHEA pertenece a los esteroides de 19 carbonos con 

un doble enlace entre los carbonos 5 y 6 del anillo 8, además contiene un grupo ceto o 

hidroxil en la posición 17 (Ganong, 1996). 
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La androstenediona, mediante la enzima 17-cetorreductasa, se convierte en 

testosterona y ésta a su vez con la intervención de la aromatasa, se transforma en 17~

estradiol (Figura 1) (Tresgueres, 1999). 
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Andrógenos adrenales 

Los principales andrógenos secretados por la corteza suprarrenal son la DHEA, 

la OHEA-S y la androstenediona. Estos compuestos pueden convertirse en los 

andrógenos testosterona y 5a-dihidrotestosterona en los tejidos periféricos, éstos 

también son responsables de la interconversión de la DHEA y la DHEA-S mediante las 

acciones de la sufotransferasa y la sulfatasa, respectivamente (Figura 1) (Yen et al , 

1999). 

La secreción de estas hormonas se incrementa por las adrenales de los 6-8 años 

de edad. En el plasma, la concentración de la OHEA-S en un hombre o mujer adultos 

son de 100 a 500 veces más altos que la testosterona y de 1000 a 1 O 000 veces más 

elevados que el estradiol , ésto provee un gran reservorio para la conversión de 

andrógenos y estrógenos en los tejidos periféricos (Labrie et al , 2000) . 

La DHEA es también llamada "fuente de la juventud " (Williams, 2000), ya que las 

concentraciones más altas de la DHEA y la DHEA-S ;;e dan aproximadamente a los 25 

años de edad y posteriormente decrecen; disminuyendo progresivamente hasta en un 95 

% a los 85 años (Hayashi, et al 2000). La DHEA sirve como precursor en la biosíntesis 

de compuestos estrogénicos y androgénicos tales como el 17p-estradiol, 5-androstene-

3p, -17P diol, testosterona y la 4-androstena-3,17-diona en tejidos periféricos (Labrie, 

1991; Labrie et al , 2000; Miller, 2002). Cabe señalar que en mujeres postmenopáusicas 

el 100 % de los esteroides sexuales son sintetizados en tejidos periféricos a partir de 

precursores de origen adrenal como son la DHEA y la DHEA-S (Labrie et al, 2000) . 
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Durante la fase folicular del ciclo menstrual , las glándulas suprarrenales de las 

mujeres secretan de 3 a 4 mg de DHEA, de 7 a 14 mg de DHEA-S, de 1 a 1.5 mg de 

androstenodiona y 50 µg de testosterona por día. Estos valores representan alrededor 

del 50 %, más del 90 y cerca de un 50 % de las concentración circundante de la DHEA, 

la DHEA-S y la androstenodiona, respectivamente. Otro 30 % de la DHEA circundante 

deriva de la conversión periférica de la DHEA-S. En las mujeres, alrededor del 67 % y el 

50 % de la concentración plasmática de la testosterona y la 5a-dihidrotestosterona, 

respectivamente, derivan de la androstenediona. El resto de estas hormonas circulantes 

es producido por el ovario (Yen et al,1999). Por otra parte, la DHEA .como su sulfato 

pueden metabolizarse por hidroxilaciones en los carbonos 7 y 16 o por la transformación 

del grupo cetónico a hidroxilo en el carbono 17. Los derivados pueden conjugarse con el 

ácido glucorónico, aunque existe una gran porción en forma de sulfatos. Los compuestos 

en forma de sulfatos tienen una vida media en el plasma más largo, debido a que se 

unen débilmente a las proteínas plasmáticas y no se filtran libremente por el glomérulo 

renal (Yen et al , 1999). 
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EFECTOS BIOLÓGICOS DE ANDRÓGENOS Y ESTRÓGENOS 

Efectos biológicos de la DHEA y la DHEA-5 

Se considera que la DHEA y la DHEA-S contribuyen al proceso normal de 

maduración de las mujeres púberes (adrenarca}, pero no estimulan ni apoyan otros 

cambios puberales dependientes de andrógenos en humanos. Algunos estudios 

recientes sugieren que pueden tener otros efectos metabólicos importantes, como el 

inhibir la ateroesclerosis y prolongar la vida en los conejos, y quizás en humanos 

(Hayashi et al, 2000). 

Efectos biológicos de la Testosterona 

Los andrógenos donde se incluye a la testosterona, son esenciales para la 

diferenciación adecuada del aparato genital externo masculino durante el desarrollo 

fetal. En la pubertad, median el crecimiento del escroto, los epidídimos, los conductos 

deferentes, las vesículas seminales, la próstata y el pene. Además, estimulan el 

crecimiento del músculo esquelético y de la laringe, y de las placas cartilaginosas 

epifisarias, lo cual origina el brote de crecimiento puberal. También inducen el 

crecimiento de vello ambisexual (púbico y axilar) y sexual (barba, bigote, pecho, 

abdomen y espalda), así como la actividad de las glándulas sebáceas. Otro efecto es la 

estimulación de la eritropoyesis (Greenspan y Gordon, 1998). 



Efectos biológicos de los estrógenos 

El estradiol, la estrona y el estriol forman en su conjunto los llamados estrógenos, 

los cuales se requieren para la maduración normal de la mujer. Estimulan la maduración 

de la vagina, el útero y las trompas uterinas en la pubertad, así como las características 

sexuales secundarias. Inducen el desarrollo estrómico y el crecimiento de los conductos 

en la mama, causan la fase de crecimiento acelerado y el cierre de la epífisis de los 

huesos largos que se presentan en la pubertad. Alteran la distribución de la grasa 

corporal para producir el contorno típico del cuerpo femenino, que incluye cierta 

acumulación de grasa alrededor de la cadera y las mamas. Las cantidades mayores 

también estimulan el desarrollo de pigmentación en la piel , de modo principal en las 

regiones de pezones, areolas y genitales. También tienen una función importante en el 

desarrollo del recubrimiento endometrial (Greenspan y Gordon, 1998). 

Los estrógenos también tienen varios efectos metabólicos importantes. Parecen 

provocar en parte, el mantenimiento de la estructura normal de la piel y vasos 

sanguíneos en mujeres. Además, disminuyen el índice de resorción de hueso al 

antagonizar el efecto de la hormona paratiroidea (PTH). Estos pueden tener efectos 

importantes en la absorción intestinal porque reducen la movilidad de este órgano. 

Estimulan la síntesis de enzimas que causan crecimiento uterino y en el hígado 

aumentan la síntesis de proteínas de fijación y transporte (Greenspan y Gordon, 1998). 

Los estrógenos pueden incrementar la coagulación de la sangre. Estos 

disminuyen la oxidación a cetonas de los lípidos del tejido adiposo e incrementan la 

síntesis de triglicéridos. Facilitan la pérdida del lípido intravascular hacia el espacio 
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extracelular, lo cual produce edema. También modulan el control de la función del 

músculo liso por el sistema nervioso simpático (Greenspan y Gordon, 1998). 
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JUSTIFICACIÓN 

El cáncer mamario es uno de los mayores problemas de salud en el mundo, en 

México ocupa el segundo lugar en frecuencia entre las neoplasias malignas, después del 

cervicouterino y cada día mueren por esta causa diez mujeres mexicanas. 

Las terapias utilizadas para su tratamiento son muy agresivas y costosas. Se ha 

estimado que el costo del tratamiento de quimioterapia asciende a unos cuatro mil 

dólares; el combinado con quimio y radioterapia es de diez mil dólares y la suma de 

estos con la cirugía puede alcanzar los quince mil dólares; por lo que día a día se están 

buscando nuevas drogas que no presenten tantos efectos secundarios y los costos no 

sean tan elevados. 

La DHEA es una hormona a la que se le ha atribuido un papel protector contra el 

cáncer, por lo que en este trabajo, se determinó el efecto que tiene la DHEA y algunos 

de sus derivados sobre la prol:feración, la viabilidad y la muerte de las células de cáncer 

de mama MCF-7, con la finalidad de determinar su posible mecanismo en la protección 

contra el cáncer de mama y como una posible alternativa en el tratamiento del mismo. 

Las células MCF-7, una línea derivada de cáncer de mama humano dependiente de 

estrógenos y que expresa actividad de aromatasa, es un excelente modelo in vitro para 

estudiar el papel que tiene la DHEA en el cáncer de mama (Schmitt et al , 2001 ), 
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HIPÓTESIS 

Se sabe que la DHEA tiene un papel protector contra el cáncer de mama y se 

postula que esta protección se debe a su efecto antiproliferativo, por lo tanto, si la DHEA 

protege contra el cáncer, se espera que inhiba la proliferación de las células MCF-7. 

Se ha sugerido que la DHEA ejerce su efecto de manera indirecta a través de su 

conversión a sus derivados, testosterona y estradiol, si el efecto inducido por la DHEA 

en las células MCF-7 se debe a su conversión a dichos esteroides, entonces éstos 

mimetizarán el efecto de la DHEA. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: Determinar el efecto de los esteroides DHEA, DHEA-

S, testosterona y estradiol en la proliferación, la viabilidad y muerte de las células de 

cáncer de mama MCF-7. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Determinar el efecto de diferentes concentraciones de los esteroides DHEA, DHEA

S, testosterona y estradiol en la proliferación de las células MCF-7, por medio de la 

tinción con cristal violeta. 

• Si algunas de las hormonas presentan un efecto inhibidor o inductor de la 

proliferación, determinar la concentración óptima para inhibir o incrementar en un 

50% la proliferación de las células MCF-7, por medio de la tinción con cristal violeta. 

• Si existe efecto antiproliferativo, evaluar si éste se asocia a la disminución en la 

síntesis del ADN por medio de la incorporación de timidina tritiada. 
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• Evaluar si la DHEA, DHEA-S, testosterona y estradiol afectan la viabilidad de las 

células, mediante la exclusión de azul tripano y la reducción del MTT [(bromuro de 

3(4,5-dimetildiazoil-2-il)-2,5 difeniltratrazolium) . 

• Si existe efecto antiproliferativo, evaluar si este efecto se asocia a un proceso de 

muerte celular por medio de la activación de la caspasa 3 (rompimiento de PARP) y 

la fragmentación del ADN. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo celular 

Las células de cáncer de mama MCF-7 fueron mantenidas en RPMI 1640 (Sigma 

Chem. Co., St. Louis, MO) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB) 

(HyClone), 100 µg/ml de estreptomicina, 2.5 µg/ml de amfotericina B (SQUIBB) y 10 

µg/ml de ciproxina (Bayer). Estas células crecieron en una atmósfera humidificada al 5% 

de C02 a 37°C. 

Proliferación celular 

La proliferación celular fue evaluada por medio de la incorporación del colorante 

cristal violeta a los núcleos (Kueng et al , 1989). Para ello, 3000 células por pozo fueron 

sembradas en un volumen de 0.1 mi de medio de cultivo en placas de 96 pozos; se 

estimularon con la DHEA, la DHEA-S, la testosterona y el estradiol (Sigma Chem. Co., 

St. Louis, MO) a las siguientes concentraciones: 0.1, 1, 10, y 100 µM; 12.5, 25, 50y100 

µM; 0.1 , 1, 1 O, y 100 nM. Todas las concentraciones fueron previamente probadas por 

Najid y Habrioux, ( 1990) y Schmitt et al , (2001 ). Como disolvente se usó el etanol a una 

concentración no mayor al 1 % (Di Monaco et al , 1997), mientras que el estradiol se 

disolvió en una solución amortiguadora de HEPES (NaCI 0.14M, KCI 0.004M, Hepes 
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0.01 M y 0.01 M de glucosa). Se incubaron por 48 h, concluido este tiempo se retiró el 

medio y se adicionó glutaraldehído (Sigma Chem. Co. , St. Louis, MO ) al 1.1 % por 1 O 

min. Se lavaron con agua corriente y se adicionaron 100 ~ti/pozo del colorante cristal 

violeta al 0.1 % en solución amortiguadora de ácido fórmico (Sigma Chem. Co., St. 

Louis, MO) pH 6, manteniéndose en agitación por un lapso de 20 min. Las placas se 

lavaron nuevamente hasta eliminar el colorante que no fue asimilado por las células, se 

agregó una solución de ácido acético (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO) al 10 % en 

agua destilada, se agitó suavemente para desteñir a las células y que el colorante 

quedara en suspensión de manera homogénea. Posteriormente se tomó la lectura de 

los pozos en un lector de placas para ELISA (Microplate Bio-Tek lnstruments EL 311) a 

595 nm. La proliferación celular fue graficada como el porcentaje de proliferación con 

respecto al control negativo ·(cultivos sin tratamiento). Se real izaron cinco repeticiones 

por quintuplicado para cada condición. 
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Incorporación de timidina tritiada 

Otra técnica que se empleó para medir la proliferación celular fue por medio de la 

cuantificación de la síntesis del ADN, para lo cual se utilizó uno de los elementos que lo 

conforman (la timidina, análogo de la timina), que lleva una marca radiactiva (tritio) 

(Wright et al, 1992). Esta timidina se incorpora cuando ocurre la síntesis de ADN y ésto 

permite estimar la cantidad de ADN que se está sintetizando. 

Para ello, 50 000 células fueron sembradas en placas de 24 pozos con 1 mi de 

medio de cultivo, se estimularon con la DHEA a una concentración de 25, 50 y 100 µM. 

Para acelerar la muerte celular se utilizó la actinomicina O (que detiene a las células 

MCF-7 en la fase G1 del ciclo celular) a 5 nM (control positivo) (Gómez et al , 1996) y se 

marcaron con 1 µCi/ml de timidina tritiada (NEN). Se incubaron por 48 h, después de la 

cual, se retiró el medio de cultivo, se lavaron dos veces con una solución amortiguadora 

de HEPES y posteriormente fueron lisadas con una solución de NaOH 200 mM durante 

6 h. Después de la lisis, la solución de NaOH de cada pozo se colocó de manera 

individual en viales con 3 mi de líquido de centelleo (BECKMAN, USA). La emisión de 

luz fue cuantificada como cuentas por minuto (cpm) durante 1 min en un contador de 

centelleo (Beckman). Finalmente las cpm obtenidas fueron graficadas como el 

porcentaje de proliferación con respecto al control. Se realizaron tres repeticiones. 
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Viabilidad celular y actividad metabólica de las células 

por la reducción de MTT 

Exclusión de azul de tripano 

La viabilidad celular fue evaluada por medio de la exclusión del colorante azul de 

tripano, el cual , es asimilado por las células solamente cuando éstas se encuentran 

deterioradas de la membrana citoplasmática; las células que no incorporan dicho 

colorante se consideran como células viables. 

En placas de 6 pozos, 68 000 células fueron sembradas en dos mi de medio de 

cultivo al 10 % de SFB. Fueron estimuladas con DHEA al 0.1, 1, 10, 12.5, 25, 50 y 100 

µM. Con testosterona se estimularon a una concentración de 100 µM y se incubaron por 

48 h. Concluido este tiempo, se retiró el medio y fueron lavadas dos veces con una 

solución amortiguadora de HEPES, tripsinizadas para desprender a las células y 

diluirlas 1 a 1 con azul tripano. Las células se contaron en una cámara de Neubauer 

(Boeckel CO) y el porcentaje de viabilidad fue obtenido mediante la siguiente relación: 

Células no teñidas 

% de viabilidad = ----------------------------------------------------- x 100 

Células teñidas + Células no teñidas 
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Reducción del MTT 

La técnica del (bromuro de 3(4,5-dimetildiazoil-2-il)-2,5 difeniltratrazolium (MTT) 

fue usada para determinar la viabilidad celular. Este ensayo mide la actividad de la 

deshidrogenasa mitocondrial. El MTT es una sal de tetrazolium soluble (amarilla) que es 

reducida solo por las células metabólicamente activas a una sal de formazán insoluble 

(azul). La cantidad de este producto es directamente proporcional a la viabilidad celular 

(Green et al, 1984). 

Para ello, 15 000 células fueron cultivadas en placas de 24 pozos en un mi de 

medio de cultivo y estimuladas con 1 O ng/ml del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) 

más actinomicina D (5 nM), 25 µM y 100 nM de la DHEA y 100 µM de la testosterona. 

Después de 48 h de incubación, se adicionaron 20 µI de MTT (5 mg/ml) a cada pozo y 

se incubaron durante 4 h. Concluido este tiempo se agregaron 200 µI de alcohol 

isopropílico al 0.04 N acidificado con HCI para solubil izar el formazán, y la absorbancia 

fue medida en un lector de placas para ELISA (Microplate Bio-Tek lnstruments EL 311) a 

una longitud de onda de 570 nm. La reducción del MTT/célula se obtuvo dividiendo la 

absorbancia obtenida con el MTT a 570 nm entre la absorbancia del cristal violeta a 595 

nm. Se realizaron tres repeticiones. 

35 



Muerte celular o apoptosis 

Fragmentación de la PARP por inmunoanálisis 

La apoptosis es una forma morfológica y biquímicamente clara de muerte celular, 

caracterizada por la condensación nuclear y citoplasmática, fragmentación del ADN, 

dilatación del retículo endoplásmico y alteraciones en la composición de la membrana 

celular (exposición de la fosfatidil serina) (Bratton et al, 2000) . 

La señal ización de la apoptosis está regulada por dos vías distintas: una involucra 

a los receptores de muerte de la membrana celular ( Fas, TNF-R1 , DR-3,DR-4, DR-5, 

DR-6 ) y la otra a la mitocondria (Reed, 2001 ; Ashkenazi y Dixit, 1998; Kaufmann y 

Earnshaw, 2000). Las proteínas liberadas de la mitocondria durante la apoptosis 

incluyen a las caspasas (mayormente a la 2, 3 y 9), así como el citocromo C (Loeffler y 

Kroemer, 2000), siendo éste una proteína importante en la cadena respiratoria que al ser 

liberado al citosol es un distintivo de la apoptosis después del tratamiento de ciertos 

inductores de la misrna (Martinou et al, 2000; Green y Reed, 1998). 

La apoptosis fue medida por medio del rompimiento de la enzima poli-ADP-ribosa 

polimerasa (PARP), la cual es un substrato de la caspasa-3 que se activa durante el 

proceso apoptótico. Para ello, 150 000 células fueron sembradas en placas de 6 pozos y 

estimuladas con el TNF-a (control positivo) a una concentración de 10 ng/ml y con la 

DHEA a 25 µM y 100 nM. Concluido el tiempo de incubación el medio fue retirado y se 

lavó con una solución amortiguadora de fosfatos (PBS) , se adicionaron 2 mi de 

fenilmetil-sulfonil fluoruro , inhibidor de Seril-proteasas (PMSF) (10 ng/ml), se colectó y 

fue centrifugado por 5 minutos a 15 000 rpm. Las células fueron lisadas con una 

solución amortiguadora que contiene 62.5 mM de tris pH 6.8, 6 M de Urea, 10 % de 
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glicerol, 2 % de dodecil sulfato de sodio (SOS), 0.003 % de azul de bromofenol y 5 % de 

2-¡3-mercaptoetanol , además fueron sonicadas (agitación mediante vibraciones 

ultrasónicas) por 45 segundos a una intensidad suave y constante del 40 %. Las 

muestras se corrieron en un gel de acrilamida al 10 % de SDS-PAGE por 14 h. Las 

proteínas fueron transferidas en una membrana de nitrocelulosa que fue bloqueada en 

PBS conteniendo 0.1 % de Tween 20 más 5 % de leche descremada por 1 h. El exceso 

de leche fue lavado y se incubó con un anticuerpo monoclonal contra PARP (ENZYME 

Systems products CA, USA) diluido 1: 1 O 000, preparado en PBS conteniendo 1 % de 

Tween 20 más 1 % de albúmina sérica bovina (BSA), incubado a temperatura ambiente 

por 14 h. Posteriormente se lavó la membrana con PBS Tween O. 1 %, se adicionó el 

anticuerpo secundario contra lgGs de ratón acoplado a peroxidasa (DAK0)(1 : 10 000) 

por 1 h. Las proteínas se observaron por revelado con quimioluminicencia (Super 

SignalR, Pierce. IL, USA) el cual contiene el sustrato peróxido y luminol. Estas fueron 

evidenciadas por exposición con película de auto radiografía (Kodak). Las exposiciones 

fueron a 1,3 y 5 min. 
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Fragmentación de ADN 

Uno de los cambios observados en las células apoptóticas es la degradación 

internucleosomal del ADN (Earnshaw et al, 1999). Esta degradación es el resultado del 

rompimiento de un inhibidor de nucleasas mediado por proteasas llamado lnhibidor de 

DNAsa activado por caspasas (ICAD) el cual libera una singular endonucleasa llamada 

DNAsa activadora de caspasas (CAD) (Enari et al, 1998). La condensación de la 

cromatina apoptótica, uno de los cambios morfológicos tempranos, es el resultado de la 

acción de diversos polipéptidos, incluyendo el factor inductor de la apoptosis (una 

flavoproteína liberada de la mitocondria y la topoisomerasa 11) (Susin et al, 1999) 

Subsecuentemente se presenta la fragmentación de los núclecs, que se refleja en ei 

rompimiento de polipéptidos que normalmente contribuyen a la integridad estructural de 

los núcleos, específicamente a la proteína de los aparatos nuclear y rnitótico (NuMA) 

(Earnshaw, et al 1999). 

Para corroborar la muerte celular en las células MCF-7, se observó la 

fragmentación del ADN, el cual se rompe por la activación de enzimas que lo fragmentan 

produciendo un patrón de bandeo o escalera cuando se observa en un gel de agarosa. 

Obtención del ADN. 500 000 células fueron sembradas en cajas petri de 10 mi y tratadas 

con 10 ng/ml de TNF-a más actinomicina D (5nM) (control positivo}, DHEA a 25 µM y 

100 nM por 72 h. Las células fueron lisadas con 500 ~ti de una solución de lisis (O 5% de 

dodecil sulfato de sodio (SOS}, 100 mM EDT A, 1 O mM Tris-HCI (pH 8 O}, 20 µg RNasa A 
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por mi , 100 µg de proteínasa K por mi). La solución de lisis se colectó y fue colocada en 

tubos de ensayo, que se incubaron por 12 h a 37°C en agitación constante. La 

suspensión del lisado fue después extraída con un volumen igual de fenol-cloroformo

alcohol isoamílico (2.5:2.4:0.1 ), se mezcló vigorosamente y se centrifugó a 10000 rpm 

durante 15 min. La fase acuosa se colectó y se le adicionó 1 /10 de volumen de acetato 

de sodio pH 5.5, para precipitar el ADN se adicionaron de 2-2.5 volúmenes de etanol al 

100 %; ésta solución se dejó a -20ºC por 12 h. Concluido este tiempo, se centrifugó a 

10000 rpm por 15 min, se decantó el sobrenadante y el ADN se resuspendió en agua 

estéril. Finalmente el ADN se separó en un gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio y 

fue fotografiado bajo iluminación ultravioleta (UV). 

Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron por quintuplicado y por lo menos tres veces 

de manera independiente. Las figuras de los resultados muestran un P'.lsayo 

representativo con su media y su desviación estándar. 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para comparar las diferencias 

estadísticas entre las células tratadas con las diferentes concentraciones de la DHEA y 

sus esteroides metabólicos DHEA-S, testosterona y estradiol , con las células no tratadas 

(control) , posteriormente se efectuó un análisis de comparación múltiple de medias 

mediante la prueba de Dunnett. Las diferencias entre los grupos fueron consideradas 

significativas cuando P< 0.05 (P- Value). 
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RESULTADOS 

Efecto de la DHEA, la DHEA-S, la testosterona y el estradiol 
sobre la proliferación en las células MCF-7 

Para determinar el efecto de la DHEA en la proliferación de las células de cáncer 

de mama MCF-7, se realizó una curva dosis-respuesta a las siguientes concentraciones: 

0.1, 1, 1 O, y 100 µM. La DHEA inhibió la proliferación celular a una concentración de 100 

µM (Figura 2). Como se muestra en el gráfico, la inhibición en la prol iferación a dicha 

concentración fue drásticamente inhibida en un 60%, lo que hizo pensar que 

probablemente a concentraciones entre 1 O y 100 µM se observaría un efecto 

antiproliferativo. Por ello, se decidió realizar otra curva dosis-respuesta a 

concentraciones entre 10 y 100 µM, por lo que las células se cultivaron a 12.5, 25, 50 y 

100 µM de la DHEA. 
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Figu ra 2. Efec!o de la DHEA sobre la proliferación de las célubs MCF-7 a 
concentraciones entre 0 . 1 y 100 µM. Aproximadamente 3 x l\l·' células en 100 " 'de 
med io fuero n sembradas en placas de 96 pozos y se estimularon con la DHEA por 
~8 h a las diferentes concent raciones. La pro liferación fue med ida por medio del 
colorante cristal violeta y se gra!icó como el po rcen!aje de pr0liferación con respecto 
a l cont rol (cultivos sin tratamiento) (-). Como vehículo de la DHEA se ut ilizó el 40 
etanol (EtOH). * Datos estadíst icamente signi!icat iYos con una p<(I 05 YS el control. 



La DHEA inhibió la proliferación de manera dosis-dependiente a partir de 12.5 

µM, observándose el máximo efecto a partir de 25 µM (Figura 3). Por lo anterior, para 

posteriores ensayos se util izó la DHEA a 25 µM. 
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Figura 3. Efecto de la DHEA sobre la proliferación de las células MCF-7 a 
concentraciones entre 12.5 y 100 µM. Aproximadamente 3 x 103 células en 100 µl 
de medio fueron sembradas en placas de 96 pozos, se cultivaron con la DHEA a 
12.5, 25. 50 y 100 µM. La proliferación celular fue cuantificada después de 48 h de 
incubación por medio de la técnica del cristal violeta. Ésta fue gralicada como el 
porcentaje de proliferación con respecto al cultivo sin DHEA (-). Como vehículo 
de la DHEA se utilizó el etanol (EtOH). * Datos estadísticamente significativos 
con una p<().05 YS el control. 
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Se ha demostrado que la DHEA induce la proliferación celular a concentraciones 

menores en el rango de nanomoles (nM) en las células MCF-7. Para determinar si este 

fenómeno se repite en nuestras condiciones experimentales, se realizó una curva dosis-

respuesta con 0.1, 1, 10 y 100 nM. Como se observa en la Figura 4, la DHEA estimuló 

la proliferación de manera dosis-dependiente entre 1 y 100 nM, obteniéndose una 

máxima estimulación a 100 nM con respecto al control. 

a-EA nM 

Figura 4. Efecto de la DHEA sobre la proliferación de las células MCF-7 a 
concentraciones entre 0. 1 y 100 nM. Aproximadamente 3 x 103 células en IOO µI 
de medio (RPMI conteniendo 10% de SFB), fueron sembradas en placas de 96 
pozos h. Las células fueron estimuladas a 0.1 , 1, 10 y 100 nM de la DHE A por 
48 h. La proliferación celular fue graficada como el porcentaje de proliferación 
con respecto al cultivo sin DHEA (-) . Como vehículo de la DHEA se ut ilizó el 
etanol (EtOH).* Datos estadísticamente significa tivos con una p<0.05 YS el 
con trol. 



Para determinar si en las células MCF-7 la DHEA-S pudiera tener algún efecto 

sobre la proliferación, las células se cultivaron con esta hormona a diferentes 

concentraciones y se evaluó la proliferación. Los resultados mostraron que la DHEA-S 

no tuvo efecto alguno en la proliferación celular a ninguna de las concentraciones 

usadas (Figura 5 A,B,C). Por lo que, en ensayos posteriores esta hormona no fue 

utilizada. 
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Figura 5. Efecto de la DHEA-S sobre la proliferación de las células MCF-7 a 
concentraciones nM y µM. Las células fueron culti\·adas a diferentes concentraciones 
O. l. l. 10 y 100 µM (A). 12.5. 25. 50 y 100 µM (B) Y O l. l. !O y 100 nM (C) La 
proliferación celular se evaluó a las .is h de incubación . se utilizó como vehiculo 
eta nol para disolver la DHEA-S. La proliferac ión fue gra fi cada co mo el porcentaje de 
proliferación con respecto al control (cultivo sin DHEA-S) (-) . 
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Se ha demostrado que el efecto inducido por la DHEA puede ser a través de su 

conversión a el estradiol. Con la finalidad de determinar si la testosterona (otro derivado 

de la DHEA) pudiera tener un efecto similar al de la DHEA en la proliferación celular, se 

cultivaron las células MCF-7 a diferentes concentraciones con la testosterona y se 

evaluó la proliferación. 

La testosterona tuvo un efecto inhibidor de manera dosis-dependiente en la 

proliferación celular; sin embargo, su efecto fue débil , y solo se observó inhibición a una 

concentración de 100 µM (Figura 6 A y B). A concentraciones menores (nanomolar}, la 

testosterona no estimuló la proliferación celular (Figura 6 C). 
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Figura 6. Efecto de la testosterona sobre la proliferación de las células MCF-7 a 
concentraciones nM y µM. Las células fueron cultivadas a diferentes 
concentraciones de testosterona: 0.1, 1, 10 y 100 µM (A): 12.5. 25. 50 y 100 µM 
(8) y O. l. l. 10 y 100 nM (C). La proliferación celular se evaluó a las 48 h. de 
incubación y se graficó como el porcentaje de proliferación con respecto al control 
(cu ltiYos sin tratamiento)(-). Como vehículo de la testosterona se utilizó el etanol 
(EtOH). *Datos estadísticamente significativos con una p<0.05 vs el control. 
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También se utilizó el estradiol, y se evaluó la proliferación a las mismas 

concentraciones utilizadas que con la testosterona. El estradiol a concentraciones 

micromolares, no inhibió la proliferación de las células MCF-7 (Figura 7 A y B). Algunos 

autores han demostrado que el estradiol ejerce sus principales efectos a bajas 

concentraciones (rango de nanomoles), por lo que se probaron dichas concentraciones 

en la proliferación. Los resultados mostraron que a bajas concentraciones de la hormona 

se incrementa la proliferación de manera dosis-dependiente entre 0.1 y 1 O nM 

obteniéndose una estimulación máxima a 1 nM de estradiol (Figura 7 C). 
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Figura 7. Efecto del estradiol sobre la proliferación de las células MCF-7. Las células 
se cultivaron a las siguientes concentraciones 0.1, 1, 10 y 100 µM (A); 12.5. 25. 50 y 
100 µM (B) y 0. 1, 1, 10 y 100 nM (C) donde se observa un incremento en la 
proliferación celular. Todas las concentraciones fueron evaluadas a las 48 h de 
incubación y se graficó como el porcentaje de proliferación con respecto a l control 
(cultirns sin tratamiento) (-). Como vehículo del estradiol se utili zó solución 
amortiguadora de HEPES.* Datos estadísticamente significativos con una p<0.05 , .s 
el control. 

48 



Incorporación de la timidina tritiada 

Con la finalidad de determinar si la inhibición en la proliferación celular inducida 

por la DHEA (a 25 µM) se veía asociada a una disminución en la síntesis del ADN, se 

midió el contenido de éste por medio de la técnica de la incorporación de timidina 

tritiada. Como control positivo se utilizó la actinomicina D, la cual inhibe la síntesis de 

proteínas y por lo tanto, la del ADN. 

Después de 48 h con la actinomicina D, las células fueron escasas y se 

despegaron de los pozos presentando cambios morfológicos (evidentes al observarlas al 

microscopio óptico) y los signos típicos de la apoptosis. Además, se observó una 

disminución de la incorporación de la timidina tritiada en un 83%. Por otra parte, la 

DHEA a concentraciones de 25, 50 y 100 µM, disminuyó en un 57%, 67% y 68%, 

respectivamente la incorporación de timidina tritiada, comparados con el control 

negativo (células no tratadas) (Figura 8). 
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Figura 8. Efecto de la DHEA sobre la síntesis del ADN en las células MCF-7 . Las 
células fueron sembradas en placas de 24 pozos y estimuladas con la DHEA a 25. 
50 y 100 µM y con la actinomicina O (5 nM). Fueron pulsadas con 1 µCi /ml de 
timidina tritiada al inicio del cultivo y se evaluaron a las 48 h de incubación. La 
incorporación de la timidina tritiada fue graficada como el porcentaje de la síntesis 
del ADN (cuentas por minuto (cpm)) con respecto al control (-). * Datos 
estadísticamente significativos con una p<0.05 vs el control. 
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Actividad metabólica de las células por la reducción del MTT. 

Para determinar si el efecto inhibidor de la DHEA y de la testosterona sobre la 

proliferación de las células MCF-7 se asociaba a un posible efecto citotóxico, se midió la 

viabilidad celular por medio del ensayo del MTI. Cuando la DHEA fue adicionada a una 

concentración de 25 µM, se observó un aumento en la reducción del MTI/célula del 63 

% lo que indicó un efecto tóxico; sin embargo, a una concentración de 100 nM se 

observó un incremento en el MTI de sólo el 18 %, con respecto al control negativo, lo 

que sugiere que a esta última concentración no resulta tóxica para las células. Cuando 

las células fueron tratadas con el TNF-a + Actinomicina D, los cuales producen toxicidad 

y muerte celular (control positivo}, el aumento en la reducción fue del 186 %. Por otro 

lado, la testosterona no afectó la reducción del MTI, indicando que el efecto 

antiproliferativo inducido por ésta no causa toxicidad en las células (Tabla 1 ). Así mismo 

la viabilidad celular fue evaluada por medio de la técnica de exclusión de azul de tripano, 

donde la viabilidad fue del 100% (datos no mostrados). 

Control 

100 

Tabla 1 

Reducción de MTT/célula 
(% con respecto al control) 

TNF-a+ 
Act-D 

286 

DHEA 
25µM 

163 

DHEA 
100 nM 

118 

Testosterona 
100 µM 

99 

Tabla 1. Porcentajes de reducción del MTT. Las células fueron estimuladas a las diferentes 
concentraciones de la DHEA, la testosterona y con el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF) más 
Actinomicina O (Act-0) y fueron evaluadas a las 48 h del estímulo. La reducción del MTT/célula se 
obtuvo dividiendo la absorbancia obtenida con el MTT a 570 nm entre la absorbancia del cristal 
violeta a 595 nm . 
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Muerte celular 

Rompimiento de PARP 

Para determinar si el efecto tóxico inducido por la DHEA a 25 µM se asociaba a 

un proceso de muerte, se evaluó si la DHEA induce apoptosis mediante el rompimiento 

de la proteina poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP) la cual se fragmenta por la activación 

de la caspasa-3. Un fragmento de 85 kDa de PARP (producto caracteristico de células 

apoptóticas) fue detectado por inmunoanálisis en las células MCF-7 tratadas con el TNF-

a (control positivo) (Figura 9), pero no se observó rompimiento de dicha enzima en las 

células tratadas con la DHEA a 25 µM y 100 nM (proteina intacta de 113 kDa). Estos 

resultados sugieren que la DHEA no induce apoptosis dependiente de la activación de la 

caspasa-3 en las células de cáncer de mama MCF-7. 

MCF-7 

TNF-a 

100 nM 25 µM 

P ARP intacto 113 kDa 

8SkDa 
P ARP fragmentado 

Figura 9. Efecto de la DHEA sobre el rompimiento de la proteína 
PARP. Las células MCF-7 fueron tratadas con el TNF-a {10 
ng/ml) (control positivo) y con la DHEA a 100 nM y 25 µM . La 
proteína fue extra!da a las 48 h de incubación y analizada por 
medio de irununoanálisis. 
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Fragmentación del ADN 

Teniendo en cuenta que el proceso apoptótico puede ser independiente de la 

activación de la caspasa-3, se determinó la degradación internucleosomal del ADN (o 

escalera de la muerte), la cual es conocida como un indicador bioquímico de la muerte 

celular programada. En las células MCF-7 tratadas con 25 µM y 100 nM de la DHEA no 

hubo fragmentación nucleosomal del ADN después de 72 h de tratamiento (Figura 10); 

sin embargo, si se observó una degradación del ADN con la DHEA a la concentración 

que inhibe fuertemente la proliferación celular (25 µM). Cuando se usó el TNF-a en 

combinación con la actinomicina D (control positivo}, se pudo observar una degradación 

del ADN similar a la observada con la DHEA, por lo que se concluye que la DHEA 

induce la degradación del ADN probablemente sin inducir muerte celular dependiente de 

la caspasa-3. 

TNFa DHEA DHEA 
M _ Act-D 25µM 1 OOnM 

Figura 11 . Fragmentación del ADN. Las células MCF-7 fueron 
tratadas con 25 µM y 100 nM de la DHEA por 72 h. Ambas 
células, flotantes y adherentes fueron colectadas y el ADN de 
cada fracción celular fue extraído y separado sobre un gel de 
agarosa al 1 %. El gel fue teñido con bromuro de etidio y 
fotografiado bajo luz ultravioleta. La DHEA a las diferentes 
concentraciones no causó fragmentación en el ADN de las células 
MCF-7. 
M= marcador de peso molecular 
_=control 
TNFa = Factor de necrosis tumoral a 
Act-D= Actinomicina D 
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DISCUSIÓN 

La DHEA, una hormona adrenal, ha mostrado tener un efecto protector en una 

amplia variedad de enfermedades, entre ellas el cáncer, por lo que en este trabajo se 

analizó su efecto en la proliferación de las células tumorales de mama MCF-7. 

Se demostró que la DHEA tiene un efecto antiproliferativo en las células MCF-7, 

observándose una inhibición por debajo del 50 % a una concentración de 25 µM. Estos 

resultados coinciden con los obtenidos por Di Monaco y col. (1997), quienes observan 

una inhibición de la proliferación a altas concentraciones (20-50 µM). Por otro lado se 

observó que la DHEA a una concentración entre 1 y 100 nM, indujo un aumento en la 

proliferación. Este efecto proliferativo ha sido previamente descrito por Maggiolini y col. 

(1999) y Schmitt y col. (2001 ), quienes encontraron estimulación de la proliferación de 

las células MCF-7 con la DHEA a una concentración de 100 nM. 

También, contrario a lo que nosotros observamos, Tanaka y col. (2000), 

encontraron estimulación de la proliferación en las mismas células a una concentración 

de 1000 µM. Por su parte, Di Monaco y col. (1997) sugieren que el efecto proliferativo de 

la DHEA sobre las células MCF-7 se debe posiblemente a la unión al receptor de 

estrógenos que dichas células poseen. Es interesante observar que mientras altas 

concentraciones de la DHEA inhiben la proliferación celular, bajas concentraciones la 

estimulan. Nosotros pensamos que esto es importante, ya que posiblemente el efecto 

inhibidor que tiene la DHEA a altas concentraciones, sea el mecanismo mediante el cual 

ejerza su protección en contra del cáncer in vivo. 
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En personas menores de 25 años (cuando la concentración de la DHEA en 

sangre es alta), el riesgo de padecer cáncer disminuye y la probabilidad de padecerlo 

aumenta con la edad, lo que se relaciona con una disminución de la concentración de la 

DHEA en la sangre. Esto podría explicar que bajas concentraciones de la DHEA inducen 

un aumento en la proliferación de las MCF-7, ya que cuando la concentración de la 

DHEA baja, existe una mayor probabilidad de desarrollar cáncer al estimularse la 

proliferación de las células tumorales. Así que, sería de gran utilidad usar la DHEA en 

un modelo in vivo (ratón) para determinar si ésta inhibe o no el crecimiento celular del 

tumor al igual que lo hace in vitro. También, sería relevante evaluar el efecto que la 

DHEA pudiera tener en otros tipos de cánceres a diferentes concentraciones. 

Cuando se evaluó la forma sulfatada de la DHEA, no se observó efecto alguno en 

la proliferación de las células MCF-7, a pesar de que algunos autores mencionan haber 

encontrado inducción en el crecimiento de estas células con la DHEA-S (Billich et al , 

2000). Yen y Laughlin (1998) mencionan que la DHEA-S puede servir como un 

modulador fisiológico para el metabolismo de los ácidos grasos en el hígado y en la 

expresión del enzima peroxisomal y de ese modo puede contribuir con los efectos 

anticarcinogénicos y quimioprotectores de esteroides endógenos. Los resultados 

obtenido con la DHEA-S coinciden con los de Leowattana (2001 ), en los que menciona 

que la DHEA-S actúa solamente como un reservorio de la DHEA y que carece de 

actividad biológica. Por lo que al parecer en las MCF-7, la DHEA-S no tiene actividad 

biológica cuando menos al inducir la proliferación celular. 

Ha sido ampliamente descrito, que in vitro la DHEA puede convertirse 

enzimáticamente a otros derivados mediante la actividad dependiente de la aromatasa 

p450 (Miller, 2002). Muchos de los efectos biológicos de la DHEA se le atribuyen a su 
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transformación a estradiol como describieron Schmitt et al (2001 ), en donde la DHEA 

estimula la proliferación y la expresión de genes en las células de cáncer de mama 

después de que se convierte aestradiol. Por otro lado, Tanaka y col. (2000) demuestran 

que la DHEA se convierte a estradiol en las mismas células y que este proceso se 

acelera por las gonadotropinas. La conversión de la DHEA a estradiol ha sido 

demostrada en otras células como los macrófagos (Schmidt et al , 2000). Este proceso 

han sido atribuido a que la DHEA activa a los receptores de estrógenos (Najid y 

Habrioux, 1990). 

Diversos autores demuestran un efecto proliferador al estradiol en las células 

MCF-7 a concentraciones nanomolares (Maggiolini et al , 1999; Schmitt et al , 2001) 

similar al observado con la DHEA a bajas concentraciones; sin embargo, nosotros 

observamos que el estradiol no mimetizó el efecto de la DHEA en la inhibición de la 

proliferación a ninguna de las concentraciones evaluadas, por lo que se sugiere que la 

DHEA no se convierte a estradiol, al menos al inducir su efecto antiproliferativo. Sería 

interesante evaluar el efecto que pudieran tener algunos de los inhibidores de la 

aromatasa como el anastrozole, el letrozole y el exemestane (Leowatthana, 2001 ), los 

cuales bloquean la conversión de la DHEA a estrona y estradiol, sobre la proliferación de 

las células tratadas con la DHEA. 

Aunque se ha demostrado afinidad de la DHEA por el receptor de estrógenos, 

recientemente se demostró la presencia de un receptor activado por proteínas G para la 

DHEA (Liu y Dillon, 2002), por lo que es probable que las células MCF-7 presenten dicho 

receptor y la DHEA ejerza su efecto antiproliferativo activándolo directamente sin activar 

al receptor de estrógenos. A pesar de que la testosterona inhibió la proliferación de las 

células MCF-7, el efecto fue muy débil y no mimetizó al fuerte efecto antiproliferativo 
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observado con la DHEA, por lo que se cree que la DHEA no se convierte a la 

testosterona para inducir inhibición de la proliferación. 

Por otra parte, se observó que el efecto antiproliferativo de la DHEA, se asoció a 

una disminución en la incorporación de la timidina tritiada, lo que sugiere una inhibición 

de la síntesis del ADN. 

También se observó que la DHEA estimuló la actividad mitocondrial de las células 

MCF-7 al incrementar su capacidad para reducir la sal de tetrazolium. El incremento en 

la reducción del MTT y la disminución en el número celular refleja un aumento en la 

capacidad de reducción en las células remanentes viables. Lo anterior fue claramente 

visible en las células que fueron tratadas con TNF-a + Actinomicina-0 y con la DHEA 

(25 µM). Similar a este resultado, Gómez y col. (1996), observaron un incremento en la 

reducción del MTT y una disminución en el número celular y sugieren que posiblemente 

los superóxidos se incrementan brevemente antes o durante la muerte celular, por lo que 

algo similar pudiera estar ocurriendo en las células MCF-7 tratadas con la DHEA. 

Como se observó un efect0 tóxico de la DHEA al incrementar la reducción del 

MTT, se evaluó su efecto en la muerte celular. La DHEA no indujo la activación de la 

caspasa 3 y por lo tanto, no se observó un rompimiento de la PARP; sin embargo, a 

pesar de que no se observó fragmentación en escalera del ADN, éste se degradó, lo que 

indica un daño al mismo. Posiblemente la DHEA induzca un proceso de muerte tardía 

que no pudo ser observada a los tiempos evaluados ó es probable que las MCF-7 en 

presencia de la DHEA sufran algún daño a nivel mitocondrial y del ADN que pueda ser 

reparado posteriormente, evitando que la célula muera, como lo han sugerido Zhang y 

col. (2002) en donde demuestran que el daño al ADN inducido por la DHEA puede ser 
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reparado. Existen trabajos que demuestran que la DHEA es capaz de inducir apoptosis 

en las células BV-2 (Yang et al, 2002); sin embargo, también se ha descrito un efecto 

protector de la DHEA contra la apoptosis en células neuronales (Zhang et al , 2002). Es 

posible que asimismo la DHEA inhiba la liberación del citocromo C de la mitocondria , el 

cual activa a las caspasas 3 para un subsecuente rompimiento de la PARP (Lui et al, 

1996). 

En este trabajo se demostró que la DHEA inhibió la proliferación de las células 

MCF-7 a concentraciones micromolares y la estimuló a concentraciones nanomolares, 

sin posible transformación a testosterona y estradiol. Esta inhibición se asoció a una 

disminución en la síntesis del ADN. A pesar de que se observó un aumento en la 

capacidad de reducción del MTT por las células, no se encontró muerte celular 

dependiente de la activación de la caspasa 3 a los tiempos analizados, aunque si se 

observó la degradación del ADN. Es probable que algunos de los mecanismos de acción 

de la DHEA en su protección contra el cáncer sean: 1) inhibir la proliferación de las 

células tumorales, 2) inducir un daño a nivel mitocondrial e 3) inducir un proceso de 

muerte a tiempos tardíos (más de 4 días de tratamiento) 
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CONCLUSIONES 

• La DHEA inhibió el crecimiento de las células MCF-7 a concentraciones 

micromolares y la estimuló a concentraciones nanomolares de manera dosis 

dependiente. 

• La DHEA-S no tuvo efecto alguno sobre la proliferación de las células MCF-7. 

• La testosterona inhibió débilmente la proliferación de las MCF-7 a 100 µM. 

• El estradiol estimuló la proliferación de las células MCF-7 a concentraciones 

nanomolares. 

• El efecto antiproliferaivo de la DHEA se asoció a una disminución en la 

incorporación de la timidina tritiada, por lo tanto, a una disminución en la 

síntesis del AON. 

• La DHEA incrementó la reducción del MTI a 25 µM induciendo toxicidad. 

• Mientras que la exclusión por azul de tripano mostró que este efecto tóxico 

producido por la DHEA a 25 µM no afectó la viabilidad celular. 

• La DHEA no indujo muerte celular dependiente de la activación de la caspasa 

3, pero sí degradación del ADN. 
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SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO. 

APENDICE 1 

Medio nutritivo para cultivo de células animales RPMl-1640 

Este medio fue utilizado para mantener a la línea celular MCF-7 en condiciones 

fisiológicas estables. Dicho medio contiene los siguientes componentes: 

Aminoácidos mg/I 

L-Arginina (libre de base) 200 

L-Asparagina (anhidra) 50 

L-Aspártico 20 

L-Cistina 2 HCI 65.20 

L-Ácido Glutámico 20 

1_-Glutamina 300 

Glicina 10 

L-Histidina (libre de base) 15 

L-Hidroxiprolina 20 

L-lsoleucina 50 

L-Leucina 50 

L-Lisina HCI 40 

L-Metionina 15 

L-Fenilalanina 15 
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L-Prolina 20 

L-serina 30 

L-Treonina 20 

L-Triptofano 05 

L-Tirosina 2 Na 28.83 

L-Valina 20 

Vitaminas mg/I 

Biotina 0.20 

D-P antotenato 0.25 

Ácido Fálico 0.3 

Cloruro de Colina 01 

Mio-lnositol 35 

Niacienamida 01 

PABA 01 

Piridoxina HCI 01 

Riboflavina 0.20 

Tiamina HCI 0.1 

Vitamina 812 0.005 
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Sales Inorgánicas 

Nitrato de Calcio 4H20 

Cloruro de Potasio 

Cloruro de Sodio 

Sulfato de Magnesio 

Fosfato de Sodio dibásico (anhidro) 

Otros compuestos 

O-Glucosa 

Glutatión reducido 

Rojo fenal , Na 

HE PES 

mgfl 

100 

400 

6000 

48.84 

80 

mgfl 

2000 

01 

05 

5958 

Modo de prepararse: en 950 mi de agua bidestilada se diluyen 10.39 g de RPMl-1640 

(Sigma Chemical company. ST. LOUIS, MO. USA), se adicionan 2.2 g de bicarbonato de 

Sodio (NaHC03) y 0.30 g de L-Glutamina. Se afora a un volumen de 1000 mi , 

agitándose hasta disolver. Se ajusta el pH del medio de 7.2 - 7.4, se esteriliza con un 

filtro de membrana de 0.22 µm. Finalmente se almacena a 4ºC para su posterior uso. 

69 



APÉNDICE 2 

Solución Amortiguadora de HEPES 20 X 

Esta solución se utilizó para los lavados frecuentes de las células MCF-7. 

Componentes 

NaCI 

KCI 

HEPES 

Glucosa 

g/I 

166 

6.6 

52.36 

44 

Modo de preparación: en 500 mi de agua destilada se diluyen 166 g de NaCI , 6.6 g de 

KCI y 44 g de Glucosa, se ajusta el pH a 7.5 y se afora a 1000 mi de agua, y finalmente 

se esteriliza a vapor. Al momento de usar se prepara una solución 1 X. 
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Solución Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 

Esta solución se usó para mantener a las células en condiciones fisiológicas estables 

durante periodos cortos de tiempo. La capacidad amortiguadora es proporcionadas por 

las sales de fosfatos. Los componentes químicos se diluyen en un volumen final de 1000 

mi de agua pentadestilada. 

Componentes g 

Cloruro de Magnesio 0.1 

Cloruro de Calcio 0.1 

Cloruro de Sodio 8 

Cloruro de Potasio 0.2 

Fosfato ácido de Sodio 2.16 

Fosfato diácido de Potasio 0.2 

En la mayoría de las ocasiones se prescindió del Calcio y Magnesio, estas sales 

no fueron indispensables para la finalidad en este trabajo. Las restantes sales se diluyen 

en 800 mi de agua bidestilada por agitación. Posteriormente se afora a un volumen final 

de 1000 mi y esta solución se ajusta a un pH de 7.2 - 7.4, la solución amortiguadora se 

esteriliza utilizando filtros de membrana (Milipore, USA), con un poro de 0.22 µm o por 

medio de vapor. Finalmente la solución se almacena a una temperatura de 4ºC hasta el 

momento de su uso. 
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APENDICE 3 

Preparación del colorante cristal violeta para medir proliferación 

La solución de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solución amortiguadora de 

ácido fórmico 200 mM pH 6; la cual consiste en agregar 3.96 g de NaOH y 4.28 mi de 

ácido fórmico aforados a 500 mi con agua bidestilada. Una vez preparada la solución de 

cristal violeta es filtrada y posteriormente usada (Kueng et al , 1989). 

APENDICE 4 

Tripsina al 0.05 % 

La enzima tripsina se utilizó para desprender a las células de los platos de cultivo. 

Esta se preparó disolviendo 0.025 g de tripsina (Sigma, USA) en 500 mi de Verseno, todo 

en condiciones de esterilidad. La solución se conserva en refrigeración hasta el 

momento de su uso. 
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Solución fisiológica de Verseno 

El Verseno se preparó de la siguiente manera: En 800 mililitros de agua 

bidestilada, se disuelven las siguientes sustancias: 

Componentes g 

Tris base 3.04 

Cloruro de Sodio 8.00 

Cloruro de potrasio 0.04 

Etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) 0.20 

El pH se ajusta a 7 7 con ácido clorhídrico 1 O N, se lleva el volumen a 1 litro y se 

esteriliza en autoclave a 20 libras de presión durante 20 min. 

Desactivación del Suero Fetal Bovino (SFB) 

Se tomó una botella de suero fetal bovino (Hyclone,USA) y se colocó en baño de 

agua a temperatura ambiente para ser descongelado, posteriormente se pasó a un baño 

maría a 57°C durante 30 min. Posteriormente es transvasado en alícuotas de 100 mi 

para su mejor uso 
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APENDICE 5 

Colorante azul tripano 

Para medir viabilidad, se empleó una dilución del colorante Azul de tripano 

(Sigma, USA), al 0.3% en PBS, antes de utilizarlo, el colorante fue filtrado con papel filtro 

del número 2 (Whattman, England). 
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