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1. Resumen 
 

Los gliomas son tumores que tienen características de células gliales y se clasifican 

con base en sus propiedades histológicas e inmunohistoquímicas en tres grupos: 
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astrocitomas, oligoastrocitomas y aligodendrioglomas, y estos, a su vez, presentan 

diferentes grados.  

Los gliomas de grado IV o glioblastomas (GB) son las neoplasias cerebrales más 

frecuentes y agresivas, manifestándose principalmente en personas de entre 60 y 

80 años y es más común en hombres que en mujeres con una relación de 3:2. 

Debido a esta relación se pensó en la relevancia que podrían tener las hormonas 

sexuales en la tumorigénesis y el crecimiento del GB. Una de estas es la 

progesterona (P4), hormona esteroide que promueve la proliferación, migración e 

invasión del GB. Se ha reportado que los metabolitos reducidos de la P4, la 5α-

dihidroprogesterona (5α-DHP) y la alopregnanolona (3α,5α-THP), también 

promueven la progresión de los GBs. Sin embargo, se desconoce si los GBs 

sintetizan y metabolizan estos esteroides. Por lo tanto, en el presente trabajo se 

desarrolló un método de extracción líquido-líquido de P4, DHP y THP desde líneas 

celulares derivadas de GB humano, se determinó su presencia y se cuantificó la 

concentración de estas especies a través de Cromatografía Líquida de Alta 

Resolución acoplado a Espectroscopía de Masas (HPLC-MS). Se determinó la 

presencia y concentraciones la P4 y de sus metabolitos, las cuales fuero de 0.1022, 

0.34242 y 0.2545 μg/ml de P4, 5α-DHP y 3α,5α -THP respectivamente, para la línea 

celular U251. En conclusión, las células U251 derivadas de GB humanos sintetizan 

y metabolizan a la P4.  

 

          

2. Introducción 

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) son la 26ª causa más común de 

muerte en general y la 12ª causa más común de muerte por cáncer entre la 

población mundial adulta. Los gliomas representan el 25.4% de los tumores 

cerebrales y el 80.9% de los tumores malignos del SNC 1,2. El glioma grado IV o 

glioblastoma (GB) es el glioma más frecuente, con el 49.1% de todos los casos de 

gliomas, y es el de mayor malignidad del SNC 3. Dado que la incidencia de esta 

enfermedad es mayor en hombres que en mujeres, se ha considerado que las 
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hormonas sexuales podrían estar involucradas en su desarrollo y progresión. Entre 

estas hormonas, la progesterona (P4) es una de las principales, y es sintetizada y 

metabolizada en el SNC generando metabolitos cuya acción prolonga, incrementa 

o finaliza sus efectos e incluso pueden participar en el crecimiento de tumores 

cerebrales 4–6 7. Existen reportes en los que se ha demostrado que los metabolitos 

5α-reducidos de la P4 aumentan el número de células de GB, así como su capacidad 

proliferativa y migratoria 8,9. 

 

A pesar de que es conocido que la P4 y sus metabolitos 5α-DHP y 3α-THP tienen 

un efecto potenciador en el desarrollo de los GBs en los seres humanos, no existe 

información sobre la capacidad de las células derivadas de GB humano de sintetizar 

y/o metabolizar P4, por lo tanto, en este trabajo se probó un método de extracción 

de esta hormona y sus metabolitos, así como la determinación de concentración por 

un método analítico para conocer sus concentraciones en estas células. 

      

     

3. Antecedentes 

a) Glioblastomas (GBs) 
Los gliomas son un tipo de tumor del SNC. La Organización Mundial de la Salud 

(OMS) clasifica a los gliomas del I al IV según su grado de malignidad. Los gliomas  

de grado IV o GBs constituyen el 49.1% de los tumores malignos primarios del SNC 

y son los más agresivos3. 

La incidencia de estos tumores es de 3 por cada 100,000 personas y se presenta 

más comúnmente en personas de entre 75 y 84 años 1,10, además, los GBs se 

presentan en una mayor proporción (2:1) en hombres que en mujeres 11,12. 

 

Los GBs se consideran como los gliomas más agresivos debido a su crecimiento 

descontrolado, su alta capacidad infiltrante hacia el tejido circundante y resistencia 

a la apoptosis; además, del aumento de formación de vasos sanguíneos alrededor 

de la lesión y la presencia de necrosis (Figura 1).  Los GBs pueden desarrollarse de 
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novo, es decir, que surgen sin evidencia clínica o histológica de una neoplasia de 

grado menor, en cuyo caso se les denomina como GB primario. También pueden 

generarse como GBs secundarios si se desarrollan de neoplasias de grados 

menores, como los astrocitomas difusos (grado II) o astrocitomas anaplásicos 

(grado III) 13.  

 

 

Las principales alteraciones genéticas de los GBs son la ganancia de una copia del 

cromosoma 7 y la pérdida de una copia del cromosoma 10, la amplificación del gen 

del receptor al factor de crecimiento epidérmico (EGFR), mutación del promotor 

TRET14, metilación del promotor la O6-metilguania-ADN metiltransferasa (MGMT), 

pérdida de la p16, la amplificación del gen de la cíclica CDK4 y la metilación del 

promotor RB1. 10,13,15–17.  

Figura 1.– Representación grafica del glioblastoma
en el cerebro, modificado de Fundación Mayo

para la educación e investigaciónmédicas (2011).
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Se ha sugerido que los GBs pueden derivarse de un pequeño conjunto de células 

troncales y progenitoras neurales adultas que se encuentran en la zona 

subventricular, la sustancia blanca subcortical y la circunvolución dentada del 

hipocampo 18–20. 

Los GBs se clasifican en 3 subtipos: proneural, clásico y mesenquimal con base en 

el perfil de expresión génica. El subtipo proneural está caracterizado por la 

activación de la vía del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGR, por sus 

siglas en inglés); el subtipo clásico presenta ganancia del cromosoma 7, 

amplificación de EGFR, pérdida del cromosoma 10 y deleción de CDKN2A, y el 

subtipo mesenquimal se caracteriza por la pérdida de NF1, además de la 

sobreexpresión de marcadores mesenquimales, como CHI3L1 y MET 15. Este último 

es el más agresivo. 

 

El tratamiento más frecuente para esta enfermedad es la resección quirúrgica 

máxima posible de la masa tumoral, junto con una radioterapia de 50 a 60 Gy y 

quimioterapia con un agente alquilante como la Temozolomida 21. La media de 

supervivencia  con este tratamiento es de 14.8 meses22.  El crecimiento de los GBs 

depende de varios factores, entre ellos, las hormonas sexuales.                   

b) Hormonas Sexuales 
Las hormonas sexuales son moléculas lipídicas sintetizadas en las gónadas, la 

placenta, la glándula adrenal y el SNC 23, que  participan en la conducta sexual, el 

mantenimiento del embarazo, el desarrollo muscular y esquelético,  la maduración 

de los órganos reproductores de los mamíferos, así como del dimorfismo sexual 

24,25.  Son compuestos químicos policíclicos derivados del colesterol 26 cuya 

estructura básica es la del ciclopentanoperhidrofenantreno. Estos son sintetizados 

a través de varias vías enzimáticas27,28. Los oligodendrocitos, astrocitos y neuronas, 

células componentes del SNC expresan enzimas necesarias para sintetizar 

hormonas sexuales a partir del colesterol y metabolizarlos para generar moléculas 

neuromoduladoras 29–31.  
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Las hormonas sexuales ejercen su efecto sobre las células del órgano blanco 

mediante dos mecanismos de acción: el clásico y el no clásico (Figura 2). El 

mecanismo clásico se lleva a cabo cuando la hormona entra a la célula y se une a 

su receptor nuclear haciendo que este tenga un cambio conformacional pasando a 

su forma activa, una vez a activado este se transloca al núcleo y realiza su función 

como factor de transcripción. El mecanismo de acción no clásico de las hormonas 

sexuales se lleva a cabo a través de vías de señalización rápida mediada por sus 

receptores nucleares o membranales que pueden iniciar cascadas de segundos 

mensajeros, y activar proteínas de señalización como la fosfatidil inositol-3 cinasa 

(PI3K), , proteína cinasa A (PKA) y proteínas cinasa C (PKC), que a su vez activan 

a  proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK), como  la cinasa regulada por 

señal extracelular (Erk)32,33 .    

 

c) Progesterona (P4) 
 

Figura 2.- Mecanismo de acción general de las Hormonas Sexuales. A) Las

hormonas sexuales entran a la célula por difusión simple y ejercen su efecto al

unirse a su receptor nuclear provocando su activación, este se transloca al núcleo

y comienza la transcripción de genes; B) Las hormonas sexuales se une a un

receptor, membranal o nuclear, por el cual se desencadena una cascada de

activación de proteínas a través de segundos mensajeros. Modificado de

Camacho Arroyo I. et. al. (2020).

A) Mecanismo clásico B) Mecanismos no clásicos
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La progesterona es una hormona esteroide de 21 carbonos con un núcleo pregnano 

que contiene dos grupos cetonas, uno en el carbono 3 y otro en el carbono 20, y 

que cuenta con una  insaturación entre los carbonos 4 y 5 34,35 (Figura 3).  

 

 
 

La síntesis de la P4 es un proceso altamente compartamentalizado (Figura 4), este 

comienza por la translocación del colesterol presente  en el citosol, el cual puede 

ser liberado desde gotitas de lípidos como ésteres de colesterol desesterificado por 

lipasa sensible a hormonas (LSH) o sintetizado de novo por el retículo 

endoplasmatico liso36,  hacia la membrana interna de la mitocondria mediada por la 

proteína reguladora de esteroidogénesis aguda (StAR) y la proteína traslocadora de 

18 kDa (TSPO) 37. Una vez dentro de la membrana interna de la mitocondria, el 

citocromo P450scc hidroxila los carbonos 20 y 22 de la cadena lateral del colesterol, 

seguido de la ruptura del enlace entre estos mismos carbonos, formando agua, 

4metil-pental y pregnenolona38. 

 

Figura 3.- Estructura química de la Progesterona(P4).
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 La pregnenolona puede difundirse hacia el citoplasma y ser metabolizada por la 3β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa/ 5∆-4∆ isomerasa (3β-HSD) (Figura 5), la cual, está 

presente en la matriz mitocondrial y en la membrana del retículo endoplásmico liso. 

La 3β-HSD cataliza dos reacciones; la primera es la deshidrogenación del grupo 

alcohol del carbono 3 y la segunda es la isomerización del enlace doble entre los 

carbonos 5 y 6 a los carbonos 4 y 5 del núcleo pregnano, formando así la 

progesterona 39.  

Gotita de 
lípidos

Colesterol

TPSO

P450scc

3β-HSD

Figura 4.- Síntesis de progesterona (P4) a partir de colesterol. En células esteroidogenicas el
colesterol puede obtenerse por la desesterificación de esteres de colesterol por la lipasa
sensible a hormona (HSL) o ser sintetizado de novo en el retículo endoplasmatico liso. El
colesterol puede llegar a la membrana mitocondrial externa (MME) a través de uno o más de al menos tres
posibles mecanismos. El primero, a través de dominios del retículo endoplásmico llamados "membrana asociada a
mitocondrias" (MAM) que pueden asociarse con la MME a través de "proteínas de unión" que permiten el flujo no
vesicular de colesterol a la MME. El segundo, a través de proteínas transportadoras de unión al colesterol, como
las que pertenecen a la familia Star D4, D5, D6, que transportan colesterol a la MME. El tercero, las gotitas de
lípidos pueden asociarse con la MME a través de proteínas receptores de proteínas de fijación soluble de factor
sensible a la N-etilmaleimida (SNARE), lo que permite el transporte vesicular de colesterol al MME.
Independientemente de cómo el colesterol llegue al MME, la proteína traslocadora de 18kDaltones lo transporta
de la MME a la matriz mitocondrial donde se convertirse en pregnenolona por la enzima de escisión de la cadena
lateral del colesterol (P450scc). Después la pregnenolona es convertida en progesterona en la matriz mitocondrial
o en el retículo endoplásmico liso por la 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ 5∆-4∆ isomerasa.

StAR

Pregnenolona

Progesterona

Proteínas 
de unión

Gotita de 
lípidos

Proteínas 
SNARE
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La P4 tiene varias funciones en el cuerpo humano, las más importantes en el sexo  

femenino son la regulación de los ciclos reproductivos, el mantenimiento del 

embarazo, el despliegue de la conducta sexual y la diferenciación cerebral, entre 

otros; además, se ha demostrado que la P4 tiene efectos neuroprotectores contra 

algunas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o también contra la 

toxicidad inducida por el FeSO4 el péptido β-amiloide40. La P4 regula procesos 

fisiológicos en neuronas y células gliales. Entre ellos la excitabilidad y la plasticidad 

neuronal 7. Una función importante de la P4 es la promoción de la mielinización por 

los oligodendrocitos y las células de Schwann41,42. Dos propiedades principales de 

los tratamientos con P4 son la disminución de la inflamación y la angiogénesis. El 

tratamiento con P4 reduce la expresión de  marcadores inflamatorios como la 

interleucina 1-β (IL-1β) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), y reduce el riesgo 

de complicaciones posteriores después de una hemorragia intracraneal 43. 

 

En general, la P4 ejerce su efecto en las células blanco por medio de dos 

mecanismos, el mecanismo clásico y el mecanismo no clásico.  

En el mecanismo clásico, la P4 se une a un receptor nuclear especifico llamado 

receptor a progesterona (PR). Este receptor es un factor de transcripción activado 

por ligando que en ausencia de esta hormona se encuentra en una forma inactiva 

en el citoplasma asociado con proteínas chaperonas, como la proteína de choque 

térmico 90 (Hsp90, por sus siglas en inglés). Una vez que la P4 interactúa con el PR 

se induce un cambio conformacional en el mismo, lo cual promueve su fosforilación 

+ ++NAD+ NADH
3β-HSD

Figura 5.- Transformación catalítica de pregnenolona a progesterona (P4) a
través de la 3β-Hidroxiesteroide deshidrogenasa.

H+

Pregnenolona Progesterona
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por MAPK, la disociación del complejo de chaperonas, la dimerización del receptor 

y su translocación al núcleo. Ya en el núcleo, el receptor activo se une a elementos 

de respuesta a progesterona (PREs, por sus siglas en inglés) específicos ubicados 

en las regiones reguladoras de genes blanco. La transcripción inicia mediante el 

reclutamiento de coactivadores y complejos remodeladores de la cromatina que 

facilitan el acoplamiento de la maquinaria de transcripción basal (Figura 5).  

 

Los mecanismos de acción no clásicos de la P4 se llevan a cabo en tiempos muy 

cortos tras la exposición hormonal (Figura 6). Esta señalización rápida se inicia con 

la interacción de la hormona a sus receptores membranales específicos cuya 

Figura 6.- Mecanismo de acción clásico de la P4. En ausencia de P4 el PR se encuentra unido a

la proteína chaperona Hsp90, y a las proteínas cochaperonas FKBP51 y p23. Al entrar a la

célula e interactuar con el PR la P4 induce un cambio conformacional que promueve la

fosforilación en este receptor, se disocia del complejo de proteínas que lo acompañan, y se

asocia con la cochaperona FKBP52 que intercede en la dimerización del receptor y su

traslocación al núcleo. Así, el PR activo se une a Elementos de Respuesta a Progesterona

(PREs). La transcripción de genes inducida por PR requiere el reclutamiento de coactivadores

específicos como SRC-1 y CBP, así como el factor asociado a p300/CBP (PCAF) y el complejo

ASC/MLL que promueven la acetilación de histonas H3. El complejo coregulador del PR

interactúa con complejos remodeladores de cromatina que mejora la fijación de la maquinaria de

transcripción basal constituida por el Factor de inicio de transcripción (TIF), el Factor de

transcripción general (GTF), la Proteína de unión a TATA (TBP) y la RNA polimeraza II (Pol II)

para activar la transcripción de genes.
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activación desencadenará vías de señalización como: cascadas de segundos 

mensajeros, activación de canales iónicos, o fosforilación de diferentes enzimas6. 

 La activación de las vías de señalización puede ocurrir mediante una fracción 

citoplásmica del PR que se encuentra adherido a la membrana plasmática, la 

translocación del PR a la membrana plasmática se produce mediante el anclaje de 

la proteína de choque térmico 27 (Hsp27) y la posterior palmitoilación de los 

residuos de aminoácidos ubicados en el dominio de unión al ligando44. El receptor 

tiene un motivo rico en prolina dentro del dominio N-terminal, este motivo permite 

que el RP interactúe con los dominios homologos a  Scr 3 (SH3) de la tirosina cinasa 

c-Src, activando así la ruta Src/ MAPK44. La activación de MAPK inducida por P4 

puede conducir cambios en el ciclo celular, como lo demuestra la regulación positiva 

de ciclina D1 y CDK245,46. Además, también se ha informado que el PR induce la 

señalización de EGFR a través de la activación de proteínas de señalización como 

Jak1/2 y Stat347. Algunas de estas cascadas de señalización inducidas por P4 

también pueden conducir a la activación transcripcional del PR sobre genes blanco 

como EGFR y p21. Otras vías activadas por el PR son la PI3K/Akt48, la inhibición 

de la GTPasa RhoA a través de la activación de c-Src, y la activación y translocación 

nuclear de ErbB-249,50 . Además de los efectos rápidos mediados por el PR, existe 

una familia de receptores progesterona P4 de membrana (mPR), denominados 

PAQR (receptores de progestina y adiponectina Q), así como los componentes de 

membrana del receptor de progesterona 1 y 2 (PGRMC1 / 2) que tienen diferentes 

propiedades bioquímicas y farmacológicas51. Se han identificado cinco subtipos de 

mPR (mPRα a mPRε), caracterizados por siete dominios transmembranales, y 

expresados en diferentes tejidos52,53. Los mPR modifican los niveles de AMPc 

intracelular, activando proteínas G54. De hecho, la activación de G-alfa-i por los mPR 

regula la activación de las vías de las MAPKs y las PKC al disminuir los niveles de 

AMPc55,56. Los mPRs también pueden estimular la vía PI3K/Akt, activar los 

receptores β-adrenérgicos, e interactuar con la isoforma B del PR para inducir la 

transcipción de genes57–59. Otro efecto rápido de la P4 ocurre a través de las 

proteinas PGRMC1/2. Se ha informado que PGRMC1 tiene acciones 

antiapoptóticas en las células de la granulosa/lúteas, para interactuar y regular las 
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enzimas del citocromo P450 y para regular la síntesis de colesterol y esteroides. Se 

sabe mucho menos sobre la función de PGRMC2, pero se ha descrito que regula la 

entrada a la fase G1/S del ciclo celular en las células de la granulosa60–62.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

d) Metabolitos de la P4 
 

No solo la P4 ejerce efectos sobre las células del órgano blanco, sino también sus 

metabolitos reducidos regulan diversos procesos celulares; Por ejemplo, la 5α-

dihidroprogesterona (5α-DHP) se une al PR 63 y modifica la expresión de genes 

blanco. Otro metabolito 5α-reducido, la 3α,5α-Tetrahidroprogesterona (3α-THP), 

también llamada alopregnanolona, ejerce varios efectos fisiológicos; de hecho, la 

Figura 7.-Mecanismos no clásicos de la P4. Las acciones de la P4 pueden ocurrir vía un mecanismo dependiente

o independiente de ligando. El mecanismo dependiente de ligando incluye la fracción de un RP citoplasmático

anclado a la membrana por medio de residuos palmitoilados. En presencia de P4 el RP anclado a la membrana

interactúa con el Receptor a Estrógenos alfa (REα) y activa la tirosina cinasa Src, la cual, inmediatamente activa

la vía de señalización de las Proteína Cinasa Activada por Mitógenos (MAPK). Adicionalmente, El RP puede

activar otras vías de señalización de manera indirecta, como la vía de señalización PI3K/AKT, entre otras. Otro

mecanismo dependiente de ligando se lleva a acabo a través de la activación de Receptores a Progesterona

Membranales (mRPs), los cuales son receptores con 7 dominios transmembranales que están acoplados a

proteínas G. Una vez activa, la proteína G activa la Adenilato Ciclasa (AC) y la Fosfolipasa C (PLC) las cuales

producen segundos mensajeros como el Adenosín Monofosfato cíclico (cAMP) y diacilglicerol más inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3), respectivamente. Estos segundos mensajeros a su vez pueden modular las vías de señalización

de la Proteína Cinasa dependiente de cAMP (PKA), PKC y MAPK. En el mecanismo de acción independiente de

ligando, el RP puede ser activado a través de modificaciones postraduccionales como la fosforilación inducida por

MAPKs y Proteínas Cinasas dependientes de Ca2+ (PKCs).
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3α-THP es un importante modulador alostérico del receptor tipo A del ácido γ-

aminobutírico (GABA, por sus siglas en inglés) (GABAA) y también regula la 

liberación de GABA y glutamato 64. 

  

Al igual que la P4, estos metabolitos son sintetizados por una vía enzimática que 

incluye dos reacciones de α-reducción. La primera reducción la realiza la enzima 

5α-Reductasa (5αR), localizada en la membrana del retículo endoplásmico rugoso65 

(figura 8). Esta enzima se encarga de añadir un átomo de hidrógeno en la posición 

α del carbono 5, reduciendo el enlace doble localizado entre los carbonos 4 y 5 del 

núcleo pregnano 66, generando como producto la 5α-DHP. La segunda reacción de 

reducción es catalizada por la enzima 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-

HSD), la cual metaboliza la 5α-DHP reduciendo el grupo cetona del carbono 3 del 

núcleo pregnano a alcohol, dando como producto la 3α-THP. Mientras que la 5α-

reducción de la P4 es una reacción irreversible, la alopregnanolona se puede 

convertir de nuevo en 5α-DHP por medio de las deshidrogenasas/reductasas de 

cadena corta asociadas a la membrana dependientes de NAD+, que actúan como 

3α-hidroxiesteroide oxidasas 67. 

 

La P4 y sus metabolitos 5α-reducidos, la 5α-DHP y la 3α-THP, inducen la 

proliferación y migración de líneas celulares de cáncer de mama y ovario 66,68–72.  

 

Progesterona 5α -Dihidroprogesterona
Alopregnanolona

5α -R 3α-HSD

PR

PRE GEN

PR PR

Cinasas

γ

Figura 8.- Reducción de la P4 a 5α-DHP por medio de la 5α-reductasa (5αR). La P4 y la 5α-DHP se

unen al PR intracelular; la 5α-DHP puede ser metabolizada por la 3α-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (3α-HSD) reduciéndola a alopregnanolona (3α-THP), que es un importante

modulador alostérico.
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e) Influencia de la progesterona y sus metabolitos en el 
crecimiento tumoral y el comportamiento de células derivadas. 

 

En modelos in vitro, se ha visto que una concentración de 10 nM de P4 induce un 

aumento en la proliferación, migración e invasión en líneas celulares derivadas de 

GBs humanos, y una cantidad de 1 mg genera un incremento en el área e infiltración 

tumoral en un modelo in vivo73. Se ha reportado también que la 5α-DHP a diferentes 

concentraciones aumenta el número y la migración de células U87 y U251 derivadas 

de GB humano 9. Así mismo, la 3α-THP promueve la proliferación en células U87 

derivadas de un GB humano, además de que induce la expresión de distintos genes 

relacionados con la progresión del cáncer como EGFR, VEGF, ciclina D1 y TGFβ18.  

 

f) Cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) 
 

La cromatografía agrupa un conjunto diverso de métodos de separación, 

identificación y cuantificación de componentes similares en una matriz compleja.  

Muchas de estas separaciones son imposibles por otros métodos 74. Los métodos 

cromatográficos consisten en la dilución de la muestra a analizar en una fase móvil, 

la cual puede ser un gas, líquido o fluido supercrítico. Ésta se hace pasar a través 

de una fase estacionaria, insoluble en la fase móvil o en la mezcla de análisis y que 

está adherida a una columna o a una superficie sólida 75.  

Todas las formas de cromatografía de líquidos son procesos de migración 

diferencial, donde los componentes de la muestra son selectivamente retenidos por 

una fase estacionaria y eluidos secuencialmente mediante el cambio de polaridad 

de la fase móvil. 

 

Es muy importante elegir las fases de manera correcta para que los componentes 

de la muestra se separen y sean diferenciables en los resultados obtenidos. La 

disparidad de la retención de los analitos en la muestra analizada arroja como 

resultado señales llamadas “picos” o “bandas”. Estas señales son plasmadas en un 
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gráfico denominado cromatograma, y en función de su posición e intensidad, estas 

señales pueden ser analizadas cualitativa y/o cuantitativamente 76. 

 

En la cromatografía liquida, la separación de los componentes ocurre cuando, bajo 

condiciones óptimas, cada componente de la mezcla entra en contacto de manera 

diferente con las dos fases de forma distinta respecto a los demás componentes de 

la mezcla. 

 

La cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés) es 

la técnica cromatográfica en la que la fase móvil es bombeada mecánicamente a 

través de una columna que contiene la fase estacionaria. Por lo tanto, un sistema 

de HPLC consiste en un inyector, una bomba, un depósito para la fase móvil, una 

columna y un detector 77. Todo este equipo está incorporado a un sistema de 

visualización en el cual se pueden observar los resultados de forma gráfica 

(Cromatograma) (figura 9).  La función de cada componente es: 

 

 

 

Figura 9.- Diafragma de un sistema de cromatografía liquida de alta resolución (HPLC). Tomado

de Labster Theory. (s/f). Labster.com.

https://theory.labster.com/high_performance_liquid_chromatography-es/
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Depósito de fase móvil: Contiene los disolventes de la fase móvil. En HPLC, la 

fase móvil es una solución que se compone de líquidos polares y no polares. Estos 

líquidos se mezclan dentro del equipo en diferentes proporciones dependiendo de 

las propiedades del compuesto a analizar78. 

 

Bomba: Succiona la fase móvil del depósito y la hace pasar a presión por la 

columna. El sistema de bombeo es riguroso y para un buen proceso requiere de 

características específicas como la generación de presiones por encima de 400 

kg/cm2, un flujo libre de pulsaciones, un intervalo de caudales de 0.1 a 10 mL/min, 

control, reproducibilidad de caudal y componentes resistentes a la corrosión 79. Para 

su buen funcionamiento es necesario que las fases móviles estén libres de gases 

disueltos o partículas en suspensión. Para esto se suelen utilizar desgasificadores 

que permiten arrastrar los gases disueltos fuera de la solución mediante burbujas 

finas de un gas inerte de baja solubilidad78.       

 

Inyector: Es un dispositivo hermético, capaz de introducir la muestra a la fase móvil 

antes de entrar a la columna sin pérdida de presión que pueda modificar el flujo 

proporcionado por la bomba78. 

    

Columna: Cilindro normalmente metálico con una longitud de entre 50 y 300 mm 

que contiene en su interior la fase estacionaria que está compuesta de sílica tratada 

con RMe2SiCl80 con tamaño de partícula de 3 a 10 µm, o materiales porosos, en su 

mayoría polímeros, con determinados tamaños de poro para la separación de 

analitos de interés. La temperatura de la fase móvil y la columna deben ser 

constantes durante todo el proceso81. 

     

Detector: Está posicionado al final de la columna, se encarga de distinguir los 

analitos a medida que salen de la columna cromatográfica. Existen varios tipos de 

detectores que utilizan diferentes propiedades para poder identificar a los analitos, 

como los detectores ópticos que detectan la interacción de una radiación (infrarroja, 

luz visible, fluorescencia, ultravioleta)  con los analitos; los detectores eléctricos que 
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miden alguna propiedad eléctrica; y los detectores específicos y de detección hibrida 

82. 

      

Dispositivo recopilador de datos o integrador: Se encarga de dos tareas, 

plasmar la señal del detector en un cromatograma y controlar los módulos del 

equipo77. 

g) Parámetros importantes en HPLC 
 

h) Cuantificación de hormonas esteroides por HPLC 
 

La cromatografía líquida, y en especial la de alta resolución, se caracteriza por la 

selectividad que se logra en la columna y la sensibilidad mejorada en el paso de 

detección. El tipo de detector que se utiliza debe seleccionarse de acuerdo a las 

concentraciones de analito que se a detectar en las muestras que se analizarán. En 

general, para niveles de concentración de analito en el rango micromolar (10-6 mol/L) 

en la muestra, un detector de infrarrojo (IR) podría ser adecuado. Para una 

detección con mayor sensibilidad, es decir, de compuestos en niveles nanomolares 

(10-9 mol/L) a 10 picomol (10-12 mol/L), los detectores UV o visibles, de fluorescencia 

y electroquímicos serían adecuados. Para niveles por debajo de 10 picomol, se 

pueden utilizar detectores de fluorescencia láser, quimioluminiscencia (CL) y 

electroquímicos 84.     

Por otro lado, la cromatografía líquida-espectrometría de masas en tándem (LC-MS 

/MS) se ha convertido “recientemente” en un método ampliamente utilizado para 

determinar la concentración de P4 en matrices biológicas. Se describió por primera 

vez utilizando termonebulización como fuente de iones a principios de la década de 

198085. La técnica se volvió adecuada para el análisis de esteroles conjugados y no 

conjugados, pero la fuente de iones finalmente sería reemplazada por el desarrollo 

de la espectrometría de masas de ionización por electropulverización (ESI)86. La 

ionización química a presión atmosférica (APCI) evolucionó como una técnica 

complementaria a la ionización por electropulverización (ESI) y es relevante en la 
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espectrometría de masas de esteroides debido a su potencial reducido de efectos 

de matriz frente a ESI87. Se han reportado en la literatura los niveles de P4 en 

diversas muestras biológicas como suero (1.04‒19.95 µg/L) 88, saliva (14.0‒48.6 

pg/mL)89, orina (1.5 ng/mL)90 y algunos tejidos como de endometrio (181‒ 201pM) 

por medio de bioanálisis con HPLC-MS.  

 

4. Planteamiento del problema 

Las células gliales sintetizan y metabolizan hormonas esteroides. Se ha demostrado 

que la P4 y sus metabolitos 5α-DHP y 3α-THP participan en la progresión de los 

GBs. Dado que ésta es una neoplasia derivada de células gliales, y que no existe 

información sobre el metabolismo de la P4 en los GBs, el presente trabajo se realizó 

para determinar y cuantificar la presencia de P4, 5α-DHP y 3α-THP en células 

derivadas de GB humano.  

 

5. Hipótesis 

Si las células derivadas de GB humano tienen la capacidad de sintetizar y 

metabolizar a la P4 en sus metabolitos 5α-reducidos, entonces se podrán extraer y 

determinar su concentración a través de la técnica analítica de HPLC.   

 

6. Objetivos  

 

a) Generales 
 Desarrollar un método de extracción líquido-líquido para extraer P4, 5α-DHP 

y 3α,5α-THP. 

 Determinar la concentración de P4 y sus metabolitos, 5α-DHP y 3α,5α-THP 

en líneas celulares derivadas de GB humanos mediante el método de HPLC-

MS.  
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b) Particulares 
 Estandarizar el método de extracción y cuantificación de P4, 5α-DHP y 3α,5α-

THP por extracción líquido-líquido y cromatografía líquida de alta eficiencia 

acoplada a espectroscopía de masas. 

 Realizar cultivos de las líneas celulares U251 y U87 derivadas de GBs 

humanos. 

 Extraer P4, 5α-DHP y 3α,5α-THP de las líneas celulares U87 y U251 

derivadas de GBs Humano. 

 Determinar la concentración de P4, 5α-DHP y 3α,5α-THP de las líneas celulares 

U87 y U251 derivadas de GBs Humano. 

 

7. Metodología 

a) Cultivo celular 
Se realizaron cultivos de las líneas celulares U251 y U87, obtenidas de American 

Type Culture Collection ((ATCC), Manassas, Virginia, EUA), derivadas de 

glioblastomas humanos. Se cultivaron en cajas Petri de 10 cm de diámetro en Medio 

Eagle Modificado Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés, Cat. N° L0107-500) 

con rojo de fenol, suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino (SFB, Cat. N° 

S1820-500), 1 mM de piruvato de sodio (Cta. N° L0642-100), 2 mM de glutamina 

(Cat. N° X0551-100), aminoácidos no esenciales 0.1 mM (Cat. N° X0557-100) y 

antibiótico-antimicótico 1mM (Cat. N° 15240-062)  a 37 °C en una atmósfera 

humidificada y con 5% de CO2, hasta que se observó una confluencia de entre 85 y 

100%.   

b) Extracción de P4, 5α-DHP y 3α-THP 
Para la obtención de la P4 y sus metabolitos 5α-reducidos, se retiró el medio de 

cultivo de las cajas Petri y se lavaron las células con buffer salino de fosfatos (PBS). 

Se retiró el PBS y se añadió PBS-EDTA para despegar las células de la caja Petri. 

Las células ya despegadas se transfirieron a un tubo tipo falcon y se centrifugaron 

a 4500 revoluciones por minuto (r.p.m,) de 3 a 4 minutos, se retiró el PBS-EDTA y 
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se resuspendieron en PBS, de 2 a 3 mL. Se cuantificó el número de células, para lo 

cual, se tomaron 10 µL de la solución y se adicionaron en 10 µL de azul de tripan, 

se colocaron 10 µL de la mezcla a una cámara de Neubauer y se colocaron en 

contador celular (Countess™ II FL Automated Cell Cpunter, Cat. N° AMQAF1000) 

para determinar el número de células. Se necesitaron de aproximadamente 10x106 

células.   

Para realizar la lisis celular por sonicación, las células se sumergieron en un baño 

de hielo, se colocaron en un sonicador Ultrasonic Processor (Modelo GEX130, N° 

serie 55581 T) y se sonicaron a 10 KHz en pulsos de 10s por 1 minuto y medio en 

un baño de hielo. Después de este proceso, se trasvasaron 500 μL de muestra a 

tubos tipo Eppendorf.  

Para la extracción líquido-líquido se probó la eficiencia de extracción del dietil éter, 

el cloroformo y el acetato de etilo, después de los análisis por HPLC se identificó 

que le acetato de etilo es el disolvente capaz de extraer a la P4, la 5α-DHP y la 

3α,5α-THP. Se añadieron 500 μL de acetato de etilo (AcOEt, Cat. N°) a cada tubo 

con muestra y se agitaron en vortex a máxima intensidad por al menos 20s. Las 

muestras se llevaron a refrigeración y se dejaron reposar toda la noche, al día 

siguiente se centrifugaron en una centrifuga Eppendorf 5804 R a 20800 g por 15 

minutos a 4 °C, se prosiguió a separar la fase orgánica trasvasándola a tubos 

Eppendorf nuevos. La fase acuosa se volvió a extraer con 300 μL de AcOEt, se 

agitó en vortex por al menos 15s, se dejaró reposar de 5 a 10 minutos y se volvieron 

a centrifugar, ahora a 20800 g por 8 minutos a 4 °C. Se juntaron las fases orgánicas 

de ambas centrifugaciones y se desecharon las fases acuosas. Después, se 

evaporó el disolvente en un concentrador Eppendorf 5301 de 10 a 15 minutos de 30 

a 45 °C hasta llegar a sequedad y el precipitado se resuspendió en 500 μL de etanol.              

c) Cuantificación de P4 y sus metabolitos 
 

Para determinar la concentración de la P4 y sus metabolitos en los cultivos, primero 

se realizó una curva de calibración con soluciones estándar de la P4, la 5α-DHP y 

la 3α,5α-THP a concentraciones conocidas para realizar un gráfico en el cual se 

puedieran extrapolar o interpolar las concentraciones de las muestras. Con base en 
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las concentraciones presentes en las diferentes muestras biológicas de estas 

biomoléculas consultadas en la literatura, se decidió utilizar 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1 

(µg/mL) como puntos de la curva d calibración. 

Las condiciones utilizadas durante el estudio de cromatografía de líquidos de alta 

eficiencia se muestran en la tabla 1.  

Estas condiciones se obtuvieron de una primera prueba por HPLC-SCAN, esta 

técnica consiste en hacer barridos a diferentes flujos de las fases móviles entre dos 

masas para tener una información total del contenido de la muestra e identificar los 

tiempos de retención de los analitos de interés.  

 

 

 

Después de obtener los parámetros de HPLC para un análisis óptimo de las 

muestras se prosiguió a realizar un análisis de producto iónico HPLC-PI, el cual 

consiste en la fragmentación de la molécula de interés para observar los fragmentos 

característicos de la misma. 

 

Se prosiguió a realizar los análisis de monitoreo de reacciones múltiples HPLC-

MRM, el cual consiste en     

8. Resultados  
 

Tras la extracción de las hormonas, las disoluciones se mantuvieron en refrigeración 

y protegidas de la luz; estas muestras se enviaron al Departamento de Análisis por 

HPLC de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación y a la Industria (USAII) 

Tabla 1.- Parámetros del análisis por HPLC-EM

Fuente de Iones Electropulverización

Rango de Solvente A (H2O) 20%

Rango de Solvente B (ACN) 80%

Columna ZORBAX EXTEND-C18 5UM, 4.6X150MM 

Temperatura de Gas 300 °C

Flujo de Gas 10 L/min

Volumen inyectado 20 µL
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de la Facultad de Química (FQ) de la UNAM, para realizar los estudios 

cromatográficos necesarios.      

El estudio de producto iónico muestra que para la P4 hay 2 iones característicos de 

abundancia relativa relevantes, el fragmento 97 y el fragmento 109 (Figura 13), para 

la 5α-DHP hay 2 se obtuvieron varios iones característicos, de los cuales se 

eligieron monitorear el fragmento 95 y 133 (Figura 14); y para la 3α-THP se 

observaron 4 iones característicos de abundancia relativa relevante, de los cuales 

se eligieron el fragmento 135 y el fragmento 161 (Figura 15) para su monitoreo. 

 

 

 

Figura 13. Espectro de masas de la Progesterona. Los valores

enmarcados en rojo muestran los fragmentos monitoreados para

la P4.

Figura 14. Espectro de masas de la Dihidroprogesterona. Los

valore enmarcados en rojo muestran los fragmentos analizados

para la 5α-DHP.

133
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En el estudio de monitorización de reacciones múltiples se observaron que el tiempo 

de retención para los fragmentos elegidos de la P4 es de 6.8 min (Figura 16); para 

los fragmentos elegidos de la 5α-DHP es de 9.5 min (Figura 17); y para los 

fragmentos elegidos de la 3α-THP es de 8.8 y 9.4 min (Figura 18). 

Figura 15. Espectro de masas de la Alopregnanolona. Los valore

enmarcados en rojo muestran los fragmentos monitoreados para

la 3α-THP.
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Figura 16. Cromatogramas del estándar de Progesterona.
Monitorización de los fragmentos característicos de la P4 con un tiempo
de retención que inicia en 6.8 y termina en 7.2.

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición
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Figura 17. Cromatogramas de la Dihidroprogestrona.
Monitorización de los fragmentos característicos de la 5α-DHP
con un tiempo de retención que inicia en 9.5 y termina en 9.8.

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición
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Con los cromatogramas de la curva de concentraciones conocidas se realizaron 

gráficas de área bajo la curva en función de la concentración (Gráficas 1, 2 y 3), de 

las cuales se obtuvieron las ecuaciones de recta y los coeficientes de correlación 

para calcular la concentración de las muestras obtenidas por interpolación. Debido 

a que las gráficas mostraban un comportamiento exponencial se procedió a realizar 

una linealización aplicando logaritmo a los datos obtenidos en el análisis de HPLC, 

con estos nuevos valores se obtuvieron graficas con comportamiento lineal 

(Graficas 4, 5 y 6). 

 

Figura 18. Cromatograma de la Alopregnanolona.
Monitorización de los fragmentos característicos de la 3α-THP
con tiempos de retención que van de 8.8 a 9.1 (fragmento 135)
y de 9. 4 a 9.7 (fragmento 161).

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición
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Grafica 1. Curva de calibración de la P4. Área bajo la curva en función 
de la concentración.
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Grafica 2. Curva de calibración de la 5α-DHP. Área bajo la curva en función 
de la concentración.
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Grafica 3. Curva de calibración para la 3α-THP. Área bajo la curva en función 
de la concentración.
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Grafica 4. Curva de calibración  linealizada de la P4.
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Grafica 5. Curva de calibración linealizada de la 5α-DHP.
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Grafica 6. Curva de calibración linealizada de la 3α-THP. 
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Sintetizando la información se obtiene la tabla 2, la cual contiene las ecuaciones de 

recta y los coeficientes de correlación extraídas de las curvas linealizadas para la 

P4, la 5α-DHP y la 3α-THP. 

 

  

 

De estas ecuaciones se despejó la variable “x”, la cual es la incógnita de interés que 

nos revela la concentración de la P4, la 5α-DHP y la 3α-THP, con el área bajo la 

curva de los cromatogramas que se obtuvieron de las muestras de células U251, 

que se muestran en las figuras 19, 20 y 21, se obtuvo que la concentración para P4 

fue de 23.4 µg/mL, para la 5α-DHP fue de 47.4 µg/mL, y para la 3α-THP de 47.5 

µg/mL sólo en el caso de las células U251, las cuales se presentan en la tabla 3. 

 

Tabla 2.- Ecuaciones de recta y coeficientes de correlación de la P4 , 

DHP y THP 

Progesterona (P4)
y = 2.8526x + 7.8519

R² = 0.9281

5α -Dihidroprogesterona (5α-DHP) y = 2.3768x + 3.8111

R² = 0.9812

Alopregnanolona (3α-THP) y = 3.5079x + 3.9428

R² = 0.8834

Peak Start RT End Height Area Area %
1 6.5 6.8 7.1 3 58 100

Figura 19. Cromatograma y tabla de datos de la muestra
extraída de células U251 para P4.

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición
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Peak Start RT End Height Area Area %
1 9.1 9.4 9.8 10 197 100

Figura 20. Cromatograma y tabla de datos de la muestra
extraída de células U251 para 5α-DHP.

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición

Peak Start RT End Height Area Area %

1 9.3 9.5 9.9 45 19 100

Figura 21. Cromatograma y tabla de datos de la muestra
extraída de células U251 para 3α-THP.

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición
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Se realizaron los mismos experimentos bajo las mismas condiciones para las 

células U87. Desafortunadamente los cromatogramas obtenidos por HPLC de ésta 

línea celular no arrojaron datos cuantificables para su análisis (Figura 22). 

Tabla 3.- Parámetros de las Ecuaciones de Rectas y concentraciones 
obtenidas.

analito y m b
X Conc. [μg/mL

de extracto] µg/cel

P4 59 2.8526 7.8519 17.9303 0.000001

5α-DHP 109 2.3768 3.8111 44.2565 0.000002

3α-THP 163 3.5079 3.9428 45.3426 0.000002

Cantidad de células 18300000
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9. Discusión 

La P4 y sus metabolitos son fundamentales no solo para el despliegue de caracteres 

secundarios o funciones reproductivas sino para el desarrollo y el funcionamiento 

del sistema nervioso central (SNC). Estos esteroides regulan la diferenciación, 

proliferación, morfología y funcionamiento de diferentes células del SNC. Además, 

Figura 22.- Cromatogramas de las muestras de la línea
celular U87.

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición

Intensidad de señal (u/a) vs. Tiempo de Adquisición

P4

5α-DHP

3α-THP
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debido a su participación en la progresión del GB se ha considerado de suma 

importancia conocer la concentración y la capacidad del tejido afectado de sintetizar 

a la P4 y de metabolizarla. 

 

Analizando los espectros de masas de cada una de las moléculas podemos 

observar que para la P4 hay dos fragmentos característicos, mientras que para la 

5α-DHP y la 3α-THP se observan al menos cuatro, esto debido a que los espectros 

de masas se produjeron utilizando los estándares. Ya que extracto proviene de una 

muestra biológica se puede producir un efecto matriz, el cual puede disminuir la 

respuesta del instrumento a un determinado analito debido a la presencia de otros 

componentes. Aun así, aunque solo se utilizó la señal de un fragmento por cada 

molécula, los fragmentos monitoreados fueron los característicos y con 

abundancias relativas considerables para poder obtener su concentración. 

Un dato más de que los fragmentos monitoreados son los característicos y 

representativos de las moléculas buscadas son sus tiempos de retención, en los 

cromatogramas de los estándares (figuras 16, 17 y 18) se observa que los tiempos 

de retención del fragmento monitoreado para la P4 (m/z 97), la 5α-DHP (m/z 133) y 

la 3α-THP (m/z 161) concuerdan con los tiempos de retención de en los 

cromatogramas obtenidos para el extracto. 

 

Al obtener los gráficos de las curvas de calibración se observó que su 

comportamiento no es lineal, por lo que se procedió a realizarse una linealización 

aplicando logaritmo a los valores del área bajo la curva, para obtener una mejor 

correlación entre los datos y así obtener la concentración de los analitos con mayor 

certeza en el modelo matemático.  

 

Al observa los datos de la tabla 3, se puede aseverar que las células U251 derivadas 

de GB humano sintetizan P4 y la metabolizan, generando sus metabolitos 5α-

reducidos. Resulta interesante que las concentraciones de 5α-DHP y la 3α-THP sea 

mayor que la de P4. Esto puede sugerir que la 5α-reductasa puede encontrarse 

ampliamente expresada o tener una gran actividad actividad en células U251, cabe 
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aclarar también que la reacción de reducción de P4 a 5α-DHP es un paso 

irreversible, y que la 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-HSD), encargada de 

reducir la 5α-DHP a 3α-THP, se encuentra en un rango de expresión o actividad 

igual a la de la 5α-reductasa en estas células. 

 

 Para las células U87 cabe la posibilidad de que no sean capaces de sintetizar P4 y, 

por lo tanto, la obtengan por algún otro medio. 

No puede rechazarse la idea de que puedan tener capacidad de síntesis y 

metabolismo de la P4. Por esto, hay mejoras que pueden implementarse en el 

desarrollo experimental como aumentar la cantidad de células cultivadas y/o 

cambiar el proceso de extracción de líquido-líquido a microextracción en fase sólida 

(µEFS). Estas modificaciones pueden tener resultados positivos y cuantificables 

para esta y otras líneas celulares. 

 

Estos son datos importantes, debido a que este estudio aporta información sobre la 

concentración de P4 y sus metabolitos 5α-derivados en este tipo de neoplasia. 

 

10. Conclusiones  
Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que: 

 

1.- Se desarrolló un método de extracción líquido-líquido para la extracción de 

P4, 5α-DHP y 3α-THP. 

 

2.- Se determinaron las concentraciones de la P4, la 5α-DHP y la 3α-THP, por 

medio de cromatografía líquida de alta resolución acoplada a espectroscopía de 

masas (HPLC-MS). 
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