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Resumen

El Glioblastoma (GB) es el tumor primario cerebral mas agresivo. Su incidencia es
mayor en hombres que en mujeres, lo que sugiere que las hormonas esteroides sexuales
podrian estar involucradas en su desarrollo. Sin embargo, la informacion sobre el GB
como tejido esteroidogénico no es abundante. El objetivo de este estudio fue investigar
la capacidad de las lineas celulares de GB, C6 (rata) y U87 (humano) para sintetizar
neuroesteroides y el efecto de los inhibidores de la Sa-reductasa en la esteroidogénesis
en células U87. Las lineas celulares de GB se incubaron con los precursores tritiados:
*H-Colesterol, *H-Progesterona, “H-Dehidro-epiandrosterona, “H- Androstenediona o
*H-Testosterona por 24 y 48 horas. Se incubaron células U87 con tres diferentes
concentraciones de finasterida o dutasterida por 48 horas. Los neuroesteroides
producidos se separaron por cromatografia en capa fina (TLC), la que posteriormente se
analiz6 en un contador de radioactividad. Células U87 fueron incubados en presencia de
o ausencia de progesterona o androstenediona por 48 horas, los productos fueron
analizados en cromatografia liquida de ultra resolucion, acoplada a un espectrometro de
masas (UPLC/MS?). Los resultados mostraron que las células C6 incubadas con *H-
Colesterol sintetizaron principalmente: dihidroandrosterona, hidroxitestosterona,
androstendiol y androstenediona. Células U87 incubadas con “H-progesterona
sintetizaron; hidroxitestosterona, androstanediona y androstenediona. La incubacioén
con, “H- androstenediona o *H-testosterona produjo los mismos metabolitos en estas
células que en las C6, como dihidrotestosterona, androsterona, dihidroandrosterona y
androstanediona. Finasterida y dutasterida redujeron significativamente la sintesis de
androgenos y estrogenos en células U87. Ademds las células U87 mostraron la
capacidad de sintetizar corticoesteroides. La Dutasterida disminuy6 la sintesis de
aldosterona, dihidrocorticosterona y alotetradehidrodeoxicorticosterona a partir de *H-
progesterona, mientras que la desoxicorticosterona se acumuld significativamente. Los
resultados de la UPLC/MS? mostraron una produccion constitutiva de neuroesteroides,
es decir; sin la necesidad de un precursor y con precursores se observo la sintesis de la
mayoria de los androgenos, estrogenos, corticoesteroides y derivados de progesterona,

principalmente cuando se incubaron con progesterona.

Xl



En resumen, ambas lineas celulares de de GB tienen la capacidad de sintetizar
neuroesteroides, incluidos los productos de la So-reductasa y 3a-HSD, que fueron
inhibidos significativamente por la Finasterida y la Dutasterida. La administracion de
estos inhibidores puede ser una herramienta para controlar las vias metabdlicas

importantes para la supervivencia de las células GB.
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Abstract

Glioblastoma (GB) is the most aggressive local brain tumor. Its incidence is 50% higher
in men than in women, which suggest sexual steroid hormones might be involved in
their development. However, information on GBs as steroidogenic tissues is scarce. The
aim of this study was to investigate the capacity of GB cell lines C6 (rat) and U87
(human) to synthesize neurosteroid hormones and metabolites, and the effect of Sa-
reductase inhibitors on US87 steroidogenesis. GB cells were cultured with tritiated
steroid precursors: cholesterol, dehydroepiandrosterone, androstenedione, or
progesterone. Different concentrations of the enzyme inhibitors finasteride and
dutasteride were added to U87 culture media collected after 24 and 48 h. Yielded
steroids were separated by thin layer chromatography, later analyzed in a radioactivity
counter. U87 cells were incubated without any precursor or with Progesterone or
Androstenedione precursors at times of 48 hours, the products were analyzed in ultra
performance liquid chromatography in coupled to mass spectrometer (UPLC / MS?).
Results showed that C6 cells incubated with cholesterol mainly synthesized:
dihydroandrosterone, hydroxytestosterone, androstendiol and androstenedione. U87
cells incubated with *H-cholesterol synthesized progesterone, hydroxytestosterone,
androstanedione and androstenedione. Incubation with *H-androstenedione or *H-
testosterone yielded the same metabolites as C6, such as dihydrotestosterone
androsterone, dihydroandrosterone and androstanedione. Addition of finasteride or
dutasteride to U87 cells significantly reduced androgen and estrogen synthesis. We also
show that U87 cells have the ability to synthesize corticosteroids. Dutasteride decreased
the synthesis of aldosterone, dihydrocorticosteroneand allotetrahydrodesoxy-
corticosterone from “H-progesterone, while deoxycorticosterone was significantly
accumulated. The results UPLC showed a production per se of neurosteroids, without
the need for a precursor, with precursors it showed the synthesis of androgens,
estrogens, corticosteroids and progesterone derivatives, mainly incubated with

progesterone.
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In summary, both GB cell lines have the capacity to synthesize neurosteroids, including
products of the 5-a reductase and 3a-HSD pathways that were significantly inhibited by
finasteride and dutasteride. The administration of these inhibitors may be a tool to

control metabolic pathways important for the survival of GB cells.
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Capitulo 1. Generalidades sobre los gliomas
1.1 Los gliomas

Los gliomas son los tumores primarios mas frecuentes del cerebro en humanos,
representan aproximadamente un 70% de los tumores intracraneales. La Organizacion
Mundial para la Salud (OMS) clasifica a los gliomas con base en criterios morfoldgicos
y moleculares que determinan el linaje celular, su grado de agresividad y prondstico a
largo plazo, los grados de malignidad van del grado 1 al 4, siendo el grado cuatro el de
mayor peligro y peor prondstico. De acuerdo con la estirpe celular de origen es como
adquieren su nombre, es decir; astrocitoma deriva de un astrocito, oligodendroglioma de
oligodendrocito y si la estirpe celular es ependimal se nombrara: ependimoma (Louis et

al., 2007-2016).
1.2 Células del sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) incluye al encéfalo y la médula espinal, lo integran el
tejido nervioso el cual incluye a las neuronas y la neuroglia: Las neuronas son células
eléctricamente activas y altamente especializadas en la comunicaciéon intercelular, a
través de impulsos a otras neuronas. Las neuronas estdn rodeadas y apoyadas por un
grupo de células que comprenden: 1. Astrocitos 2. Oligodendrocitos, 3. Microglia y 4.
Células ependimarias que en conjunto conforman la neuroglia. Estas células se encargan
de brindar soporte, aislamiento, nutricion y defensa a las neuronas, manteniendo la

homeostasis del microambiente del Sistema Nervioso (Tortora & Derrickson, 2013).

Los astrocitos son llamados asi por tener una forma de estrella, estan estrechamente
relacionados con las neuronas y son las células mayoritarias en el SNC, sus principales
funciones son, dar soporte y limite estructural a las neuronas, formar parte de la barrera
hematoencefalica, participar en la regulacion de iones y neurotransmisores en el espacio
extracelular, ademas intervienen en la sinapsis y la neurogénesis. También secretando
factores y formado una cicatriz cuando hay dafno en el cerebro, fenomeno que se

denomina gliosis (Fiels & Stevens 2002).



Los oligodendrocitos son los encargados de producir las vainas de mielina de los axones

en el encéfalo (Chittajallu et al., 2002).

La microglia es la encargada de fagocitar restos celulares y activar respuestas
inflamatorias, las células ependimarias con apariencia cilindrica revisten los ventriculos
en el cerebro, las funciones primordiales son contribuir a la formacion de liquido
cefalorraquideo, ademdas de facilitar el movimiento e intercambio de dicho liquido

(Barrett et al., 2010).
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Figura 1. Células del sistema nervioso central. Se muestran: Neurona, astrocito, oligodendrocito,

microglia y célula ependimal. Extraido de Tortora & Derrickson, 2013.



1.3 Los Astrocitomas

Los astrocitomas son los tumores que con mayor frecuencia se diagnostican, se
clasifican dependiendo del grado de malignidad y prondstico, en grados del I al IV: L.
Astrocitoma pilocitico, II. Astrocitoma difuso, III Astrocitoma anaplésico y IV
Glioblastoma (GB). El grado IV se caracteriza por presentar una alta tasa de
proliferacion celular, inducir neovascularizacion, alta capacidad de infiltracion y
presentar 4areas necroticas, el prondstico generalmente es malo ya que se presentan

constantes recidivas y resistencia a los tratamientos (Ricard et al., 2012).
14 El Glioblastoma (GB)

Los glioblastomas son astrocitomas con mayor grado de malignidad y se presentan con
mas frecuencia. Sus caracteristicas histopatologicas incluyen: polimorfismo celular,
atipia nuclear, actividad mitdtica, capacidad para generar angiogénesis y necrosis. Las
caracteristicas principales para la identificacion histologica de este tumor es la presencia

de proliferacion microvascular y signos de necrosis (Ricard et al., 2012).

Dentro de la clasificacion de un glioblastoma podemos encontrar el concepto de
glioblastoma primario y secundario, en el primer caso es cuando el tumor se presenta de
novo es decir; sin indicios de una lesion previa, en cambio cuando es secundario se
propone que evolucion6 de grados menores hasta convertirse en grado IV (Louis et al.,

2016).



1.5 Biomarcadores en los Glioblastomas

Los avances en biologia molecular permiten complementar la clasificacion basada en la
histologia de los glioblastomas, con biomarcadores que hacen posible distinguir su
estirpe celular, como la proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP), factor de
transcripcion de oligodendrocitos (Olig2) (Huang et al., 2010) o su prondstico de
malignidad: antigeno de proliferacion Ki-67, Vimentina (VIM), los antigenos asociados
a tumores CD-133 y CD-15, el antigeno A2B5 para la transformacion de células
precursoras de astrocitos (Amhed et al., 2013), ademas de las mutaciones en la enzima
isocitrato deshidrogenasa (IDH) y O6- metil guanina metil transferasa (MGMT) ambas

importantes en el prondstico del tumor (Weller et al., 2015).

La OMS ha agregado a la IDH como marcador para las caracteristicas de los GB, esta
enzima se encuentra en su forma nativa (wild type) en 90 % en los llamados tumores
primarios de novo, en individuos mayores de 55 afios, en su forma mutada aparece en
10% de los casos en los tumores llamados GB secundarios en individuos mas jovenes

(Louis et al., 2016).
1.6 Tratamiento para los Glioblastomas

Los tratamientos para este tipo de neoplasias consisten principalmente en: la cirugia
para extirpar el tumor, la reseccion del tumor por lo regular a un 90 %, la radioterapia y
la quimioterapia; siendo la Temozolamida (TMZ) el tratamiento farmacologico que se
ha utilizado principalmente. El Glioblastoma presenta frecuentemente resistencia al
farmaco TMZ y desafortunadamente el pronodstico de supervivencia de los pacientes es

poco favorable, pues presentan constantes recidivas (Ricard et al., 2012).



1.7 Epidemiologia de los Glioblastomas

Datos correspondientes a Estados Unidos de América muestran que la poblacion mas
afectada son adultos de entre los 45 a 85 afios de edad, donde el 85 % se encuentra en
las edades de 55-85 afos (Daga et al., 2011). El sexo masculino es el que se ve mas
afectado, con una mayor prevalencia, en una relacion 2:1. En cuanto a la incidencia en
los Estados Unidos de América, esta es de 2.93 casos por cada 100 000 habitantes
(Thakkar et al., 2014; Ostrom et al., 2014).

En México la informacion es escasa, sin embargo, la Secretaria de Salud Nacional

report6 un 13 % de nuevos casos en el 2011, de los cuales 56 % fueron hombres y 44 %

mujeres.
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Figura 2. Tasa de incidencia de glioblastoma por edad y sexo en los Estados Unidos de Norteamérica,

2000-2006. Tomada y modificada de Thakkar et al., 2014, con informacién de Ostrom et al., 2014.



Capitulo 2. Glioblastoma y su relacion con las hormonas esteroideas
2.1 Diferencias entre hombres y mujeres respecto al glioblastoma

En la literatura encontramos informacion que pone en perspectiva la relacion, desarrollo
y/o evolucion de los gliomas con las hormonas sexuales (Kabat et al., 2010), la
frecuencia de incidencia respecto al sexo indica una evidencia importante, pues en el
caso de los GBs presentes en la poblacion adulta en Estados Unidos de Norteamérica, es

un 50% mas alta en hombres que en mujeres (McKinley et al., 2000).

En el mismo sentido encontramos un estudio que describe, como mujeres con

glioblastoma tienen mejor pronostico de sobrevivencia en comparacion con los
si ’ . \ v ucido cu u

hombres, sin embargo, este mejor prondstico se ve reducido cuando las mujeres entran a

la etapa de menopausia (Tian et al., 2018).
2.2 Receptores a hormonas, enzimas esteroidogénicas y Glioblastoma

Existe literatura que alude a la expresion de receptores a hormonas esteroideas y de
enzimas de esteroidogénesis en gliomas por ejemplo: se ha reportado la expresion de
receptores a estrogenos (Gandhari et al., 2010), progesterona y androgenos en lineas
celulares de gliomas y biopsias de tumores (Gonzalez-Agiiero et al., 2001; Chang et al.,

2014), ademas de receptores a glucocorticoides en lineas celulares (Yin et al., 2013).

La expresion de la enzima esteroidogénica, P450- aromatasa (P450 arom) en lineas
celulares de gliomas y de biopsias de tumores, apoya la idea de la posible participacion
de las hormonas esteroideas en esta patologia (Yague et al., 2004; Duefias Jiménez et
al., 2014). Ademas se ha reportado la expresion de la enzima Sa-reductasa en la linea

celular U87 de glioblastoma, enzima clave en la reduccion de androgenos (Zamora-

Sanchez et al., 2017).



2.3 Hormonas esteroideas y su efecto en Glioblastomas

Se ha informado acerca de la participacion de las hormonas esteroideas como
estrogenos, progestagenos y androgenos aumentando la proliferacion celular tanto en
lineas celulares de astrocitomas, como en la implantacion de este tipo de tumor en
modelos animales; por ejemplo, se demostr6 en un estudio in vitro, que el estradiol
incrementaba el nimero de células por medio del receptor a estrogenos (Gonzalez-
Arenas et al., 2011), Por otro lado, German-Castelan et al (2014) describen como la
progesterona induce proliferacion celular e infiltracion en un astrocitoma implantado en

ratas.

Otro interesante trabajo muestra inhibicion de una via apoptdtica en la linea de
glioblastoma US87 cuando se agrega dihidrotestosterona, el andrégeno con mayor
afinidad al receptor de andrégenos, también esta linea celular presenta alta expresion de
receptores de androgenos (Yu et al., 2014). Ademas Rodriguez-Lozano et al (2019,
2000) mostraron cémo la testosterona y la dihidrotestosterona inducen proliferacion,

migracion e invasion en lineas celulares de glioblastoma.



Capitulo 3. Neuroesteroides
3.1 Descubrimiento de la sintesis de esteroides en el cerebro

Baulieu (1994) fue el primero en proponer el término neuroesteroide, ¢l describe al
sistema nervioso central como un tejido esteroidogénico y demostrd que esteroides
como la pregnenolona (Ps), dehidroepiandrosterona (DHEA) y sus formas sulfatadas
PsS y DHEAS se encuentran en mayores concentraciones en el cerebro que en la
circulacion periférica de roedores, al proceder primero a medir la concentracion
sistémica y después de extirpar las gonadas y glandulas adrenales medirlos en el cerebro

(Robel & Baulieu, 1999).

Se ha demostrado que el SNC expresa la mayoria de las enzimas para la sintesis y
biotransformaciéon de los esteroides. En particular se ha documentado la presencia de
todas las enzimas que participan en la sintesis de neuroesteroides, en el cerebro de rata y
en regiones del cerebro humano (Mellon & Deschepper, 1993; Goémez-Sanchez et al.,

2005; Yu et al., 2002).
3.2 Concepto de Neuroesteroide

Es asi como encontramos el concepto de neuroesteroide, siendo aquel esteroide que se
sintetiza en células nerviosas (produccion in sifu), a su vez un neuroesteroide
neuroactivo es el que tiene la capacitad de inducir efectos en el sistema nervioso y un
neuroesteroide no activo no ejerce ningun efecto, las funciones de los neuroesteroides se

mencionaran en parrafos posteriores (Baulieu, 1998).



33 Las Hormonas Esteroideas

Las hormonas esteroideas son mensajeros quimicos derivados del colesterol,
liposolubles, viajan a través del torrente sanguineo para llegar a sus 6rganos diana. Para
su transporte se asocian a proteinas plasmaticas como las globulinas trasportadoras de
hormonas y en menor medida a la albimina, de esta manera se facilitan su llegada y se
mantiene su estabilidad en el espacio extracelular. Una vez en sus sitios de accioén
pueden ejercer sus efectos principalmente de dos maneras, la primera es la via clasica o
genomica, donde el ligando (la hormona) se une al receptor intracelular, los receptores
se dimerizan y traslocan al nacleo para activar factores de transcripcion. La segunda es
la via membranal o no clésica, donde el complejo hormona-receptor puede activar a
segundos mensajeros. Los receptores intracelulares y membranales son proteinas con

caracteristicas que les confieren afinidad a las hormonas (Barrett et al., 2010).

Si bien las hormonas pueden viajar lejos de la glandula excretora que las sintetiza a su
organo diana, también puede producir efectos in sifu; de manera paracrina, cuando los
efectos son en las células vecinas, autocrina cuando es en la misma célula e intracrina

cuando la molécula no sale de la célula y ejerce efectos intracelulares.
34 Diferencias en la sintesis de Neuroesteroides

Los productos finales de la esteroidogénenesis en cada tejido dependen de la existencia
de un conjunto de enzimas capaces de metabolizar diferentes tipos de hormonas
esteroideas, es decir; citocromos P450, deshidrogenasas de esteroides y reductasas
(Sanderson, 2006). Por ejemplo, existe una diferencia en la capacidad de los
oligodendrocitos, astrocitos y neuronas para sintetizar neuroesteroides, la diferencia es
precisamente por la presencia y actividad de estas enzimas, siendo los astrocitos los que
cuentan con la mayor diversidad de enzimas y la capacidad de generar la mayor
variedad de neuroesteroides, sin embargo al estar en tan estrecha relaciéon con los otros
tipos celulares, la sintesis podria ser complementaria, es decir; los productos precursores

podrian ser proporcionados a las otras células (Zwain & Yhen, 1999).



3.5 Estructura quimica del colesterol y de hormonas esteroideas

El colesterol es el precursor de las hormonas esteroideas, este puede ser adquirido de la
dieta o sintetizado por las células a partir del acetato en forma de acetilcoenzima A
(acetilCoA). Las hormonas esteroideas comparten una estructura quimica, la molécula
ciclopentano perhidrofenantreno, y dependiendo de los carbonos estas seran: si tienen
21 carbonos (C21) seran pregnanos, corticoesteroides y glucocorticoides, 19 carbonos

(C19) androstanos y si tienen 18 carbonos (C18) seran estranos (Arlt & Stewart, 2003).
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Figura 3. Estructura quimica del colesterol y hormonas esteroideas. A, colesterol, B, progestagenos, C,

androgenos y D, estrogenos.
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Capitulo 4. Sintesis de Neuroesteroides

Como se menciond, los productos de la esteroidogénenesis dependen de la presencia y
funcionalidad de determinadas enzimas en cada tejido. En el cerebro se localizan:
citocromos P450, deshidrogenasas de esteroides y reductasas, las vias metabdlicas se

describen a continuacion y se resumen en la figura nimero 5.
4.1 Inicio de l1a neuroesteroidogénesis

La neuroesteroidogénesis inicia con el ingreso del colesterol a la mitocondria, que esta
regulado por la proteina StAR (por sus siglas en inglés, steroidogenic acute regulatory
protein), la cual capta el colesterol en la membrana mitocondrial externa, ahi es
transferido al receptor mitocondrial a benzodiacepinas (MBR, mitochondrial-type
benzodiazepine receptor, Papadopoulos & Shane, 1995). Formandose un canal que
conduce el colesterol a la membrana mitocondrial interna, lugar donde se ubica la
primera enzima convertidora de esteroides, la colesterol desmolasa, citocromo

P450sccllal (side chain cleavage) la cual sintetiza pregnenolona (Ps).

Progesterona

t [opro]

Pregnenolona

Citoplasma

Colesterol

Colestergl =———— Pregnenoclona

Mitocondria

Figura 4. Inicio de la sintesis de neuroesteroides. Imagen extraida y modificada de Martin-Segura et al.,

2007.
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4.2 Sintesis de derivados de la progesterona, corticoesteroides, gluco-

corticoides y mineralocorticoides

En el reticulo endoplasmico la Ps puede tomar dos caminos: 1. por la accién de la 17 a-
hidroxilasa (CYP17) a 17-OH pregnanolona, y 2. Por la enzima 38-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3B8-HSD) a progesterona (P4, Sanderson, 2006). La P4 por la accion de
la So-reductasa se metaboliza a So—dihidroprogesterona (DHP) y ésta a
alopregnanolona (THP) por accion de la 3a - hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-
HSD), La P; se puede trasformar por medio de la SB-reductasa a 58
dihidroprogesterona (38-DHP) y esta a pregnanolona por medio de la 3a-HSD (Mellon
& Vaudri , 2001; Radmunson et al., 2017).

La enzima 21-hidroxilasa P450 (CYP21Az2), presente en el reticulo endoplasmico
convierte P4 a 11-desoxicorticosterona (DOC). La DOC tiene dos rutas, la primera, por
accion de la Sa-reductasa se convierte a la dihidrodeoxicorticosterona (DHDOC) y esta
ultima es trasformada a alotetrahidrodesoxicorticosterona (THDOC), la segunda, la
corticosterona (CNA) por una Sa-reductasa es convertida en dihidrocorticosterona

(DHCNA).

La enzima 21-hidroxilasa P450 (CYP21A2) transforma a la 17a-hidroxiprogesterona
en 11-desoxicortisol (D-CLS) y este es biotransformado a cortisol por la 11p-
hidroxilasa, La corticosterona se convierte en 18-OH-corticosterona (OH CNA), por la
accion de la 18-hidroxilasa, y finalmente pasa a aldosterona (ALDO) por medio de una

18-oxidasa o aldosterona sintasa P450c11aldosintetasa (Sanderson, 2006).
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4.3 Sintesis de esteroides sexuales; estrogenos y andrégenos

La enzima CYP17 (17a-hidroxilasa/Cy7, liasa) presenta una actividad dual: una
como 17-beta- hidroxilasa; convirtiendo Ps a la 17a-hidroxipregnenolona y P4 a la 17a-
progesterona, y otra como 17,20-liasa convirtiendo a la 17a-hidroxipregnenolona en
dehidroepiandrosterona (DHEA) y de la 17a-hidroxiprogesterona a la delta 4-
androstenediona, CYP17 17, 20 liasa es importante en la biosintesis de esteroides
sexuales. La DHEA es sustrato de dos enzimas, la primera 17 beta hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17B-HSD) la cual sintetiza androstenediol (adiol), la segunda; la 3p-
HSD transforma a A4 (Miller, 2007).

El androgeno A4 puede tomar tres caminos, por la accion de la 178-HSD convertirse en
testosterona (T), por la accion de la P450-Aromatasa (CYP19A1) convertirse a estrona
(E1) o bien por accion de la Sa-reductasa convertirse a androstanediona (ASN), este
ultimo sustrato de la 3a-HSD para metabolizar a la androsterona (AN, Labrie et al.,

2001).

La testosterona puede reducirse a su metabolito mas potente, la dihidrotestosterona
(DHT) por accion de la Sa- reductasa, la DHT a su vez se metaboliza a 17-dihidro
androsterona (DHAN) por la enzima 30-HSD. La T puede convertirse a 11pB-
hidroxitestosterona (OH-T) por accion de la 11B-hidroxilasa, también a estradiol
(17beta-estradiol o E,) por medio de la aromatasa. La 178-HSD convierte E; a E; en
una accion reversible. Finalmente el estriol (E3) es sintetizado por una 16a-hidroxilasa

a partir de E; y E, (Labrie et al., 2001, Do rego et al., 2009, Ramusson et al., 2017).
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4.4 La puerta trasera de la testosterona o “back door testosterone”

La ruta metabolica descrita corresponde a la via clasica, sin embargo recientemente se
ha propuesto una via complementaria capaz de metabolizar andréogenos y estrogenos
independientes de testosterona o bien a través de derivados de la progesterona, a través
de un juego enzimatico que es llamado la puerta trasera o en inglés “back door

pathway”.

Las vias alternas que se sugieren en esta propuesta son, la sintesis de androgenos a
través de los derivados de la progesterona; la alopregnanolona a 17-OH-
alopregnanolona y esta a androsterona. Ademas de un par de interesantes reacciones
inversas, por ejemplo la conversion de androsterona a androstanediona y de

androsterona a dihidroandrosterona (Kamrath et al., 2012)
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4.5 Via general de sintesis de los Neuroesteroides

Se presenta una ruta de sintesis general de los neuroesteroides (fig. 5), con los nombres

comunes de los esteroides y las enzimas que los sintetizan.

> Estriol
16a-Hidroxilasa 16a-Hidroxilasa
Estrone < > Estradiol
4 174-HSD
. N o 3
Cortisol 2 Androsterona 17-Dihidroandrosterona | &
S
3 >
11p-Hidroxilasa § 3a-HSD 30-HSD §
1y 2
11-Deoxicortisol S | Androstanediona Dihidrotestosterona | &
21-Hydroxylase
Sa-reductasa So-reductasa

Progesterona == 17¢-OH Progesterona ————"Androstenediona <—————> Testosterona—
170-Hidroxilasa 17, 20 liasa 17p-HSD

~
~
=
3-HSD 3p-HSD 3p-HSD 3f-HSD %
g
Colesterol sy Pregnenolona === 170-OH Pregnenolona === Dehidroepiandrosterona === Androstenediol §
P450scc 17a-Hidroxilasa 17,20 liasa 17B-HSD g
g
3B-HSD 11p -Hidroxitestosterona <
Progesterone === 11-Deoxicorticosterona = Dihidrodeoxicorticosterona
21-Hidroxilasa So-reductasa \3 a-HSD
11f-Hidroxilasa Allotetrahidrodesoxicorticosterona
Sp-reductasa  Sa-reductasa So-reductasa
Corticosterona = Dihidrocorticosterona
5p-DihidroProgesterona  Sa-DihidroProgesterona
18-Hidroxilasa
18-OH Corticosterona
30-HSD 3a-HSD
Aldosterona-sintasa
Pregnanolona Allopregnanolona Aldosterona

Figura 5. Via de sintesis de los neuroesteroides. Adaptada de Pinacho-Garcia et al., 2020. La ruta
comienza cuando el citocromo P450scc corta la cadena de colesterol de 6 carbonos y se sintetiza la
pregnenolona. Las enzimas implicadas en la sintesis son: 170-hidroxilasa; 17-20 liasa, 17fB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD), 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD), 3a-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD), 11pB-hidroxilasa, 16a-hidroxilasa, 18-hidroxilasa, 21-
hidroxilasa, P450-Aromatasa, Sa-reductasa y aldosterona- sintasa. Inhibidores de 5Sa-reductasa finasterida

y dutasterida (Do Rego et al., 2009; Rasmusson et al., 2017; Storbeck et al., 2013. MclInnes et al., 2004).
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4.6 Via de sintesis de esteroides sexuales: Androgenos y estrogenos

Se muestra la sintesis general de los esteroides sexuales, se presentan los nombres

comunes de los esteroides, sus abreviaturas y las enzimas que los sintetizan.

ey Ftrio] ey
L6o-Hidroxilasa () 160-Hidroxilasa g
:
Estrone < > Estradiol §
(&) I7HSD B A3
Q
3
2 | Androsterona 17-Dihidroandrosterona
AR (DHAN)
§ Jo-HSD Jo-HSD
g . - ~
& | Androstanediona Dihidrotestosterona | 3
N
(ASN) (DHT) §
Q
So-reductasa So-reductasa ii
Progesterona s 179-OH Progesterona s Androstenedions ¢———> Testosterona— °
17o-Hidroxilasa 17, 20 iasa 17p-HSD
(Py) (ITOHP,) W) M
3-HSD 3p-HSD 3HSD 34HSD
Colestero] sy Pregnenolone === 170-OH Pregnenolona ==== Dehidroepiandrosterona === Androstenediol

11p -Hidroxitestosterona <
(OBT)

Figura 6. Via de sintesis de esteroides sexuales. Adaptada de Pinacho-Garcia et al., 2020. Las enzimas
implicadas en la sintesis son: 17a-hidroxilasa; 17-20 liasa, 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p3-
HSD), 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD), 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD),

11p-hidroxilasa, 16a-hidroxilasa, P450-Aromatasa, Sa-reductasa.
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4.7 Via de sintesis de derivados de la progesterona, corticoesteroides, gluco-

corticoides y mineralocorticoides

Se muestra la sintesis general de los esteroides sexuales, se presentan los nombres

comunes de los esteroides, sus abreviaturas y las enzimas que los sintetizan (fig. 7)

Cortisol
1J3Hdroilasa
11-Dexicortisal
®
2L Hdolae
= 17a-(HProgesteram
®) aHdoilesa (7GR
BESD SRED
RSk () 17+Hhoxilesa (17GHR) (THO)
PBESD 35D
Decicarti Dihicrodeasicort
®) 2-Hdiowdlan (D00 Serredutaa OO0
13Hdwdlan
Yredidasa Saraditau Swaddan
1 Corticosterom Dihichocorticosterom
S DihidoProgesterom Sa-DihidroProgesterona e (B
P P 18Hdwxilesa
18(HCaticstaom
aHD 35D
Aldteronesitau
Pregmmolona Allgpregnandom Aldstaram
(TP (Ald)

Figura 7. Vias de sintesis de derivados de progesterona, corticoesteroides, glucocorticoides y
mineralocorticoides. Adaptada de Pinacho-Garcia et al., 2020. Las enzimas implicadas en la sintesis son:
170-hidroxilasa, 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD), 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-

HSD), 11p-hidroxilasa, 160-hidroxilasa, 18-hidroxilasa, 21-hidroxilasa y aldosterona-sintasa.
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Capitulo 5. La Sa-reductasa y la farmacologia de sus inhibidores
5.1 La Sa-reductasa

La Sa-reductasa es una enzima esteroidogénica encargada de la reduccion de
metabolitos, posee tres isoformas: Sa-reductasa I, II y III. Se encuentra en el tejido
prostatico, vesiculas seminales, epididimo, foliculo piloso e higado y esta ampliamente
distribuida en el cerebro de roedores y humanos (Yamaha et al., 2010), ademas se
detecta en la linea celular U87 de glioblastoma (Zamora et al., 2017). Entre los
productos que reduce se encuentran los androgenos, corticoesteroides,
mineralocorticoides y derivados de la progesterona (Mclnnes et al., 2004). La inhibicion
de esta enzima ha sido una de las estrategias para controlar diversas patologias, por

ejemplo la hiperplasia prostatica (Azzouni et al., 2012).
5.2 La Finasterida y la Dutasterida

La finasterida y la dutasterida son inhibidores competitivos de la enzima Sa-reductasa
(50R) y tienen una estructura esteroidea. La finasterida es un andlogo sintético de la
testosterona, actia como inhibidor con mayor afinidad por la isoforma II de la 5a-
reductasa, dicha isoforma metaboliza dos tercios de los valores de DHT circulante, la
vida media de finasterida oscila entre las 6 y 7 horas. La finasterida tiene un valor de
constante de afinidad o pKi, de 6.44 para el tipo [ y 7.16 para el tipo II de la Sa-
reductasa (Kenny et al., 1997).

La finasterida fue el primer farmaco autorizado para tratar la hiperplasia prostatica, por
la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos de América (FDA). La
dutasterida es un inhibidor de las isoformas I, Il y III de la Sa-reductasa, con un pKi de
8.22 por el tipo I y 8.15 para el tipo II. Estudios in vitro han demostrado que la
dutasterida es mas potente que la finasterida, para la inhibicion de produccion de DHT a
dosis equivalentes. La vida media de la dutasterida es superior a la de la finasterida.
Ambos farmacos ademds de ser usados en la patologia de la prostata, también son
auxiliares en el tratamiento de alopecia androgénica, pero a dosis menores (Cabeza et

al., 2016; Fiillhase & Schneider, 2016).
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53 Efectos adversos de la Finaterida y la Dutasterida

Entre los principales efectos adversos de estos farmacos encontramos los referentes a
los temas sexuales, la disfuncion eréctil en hombres, la perdida de la libido en ambos
sexos y alteraciones en la menstruacion en mujeres. También se han reportado casos de
ansiedad, depresion y variaciones en el estado de animo. El porcentaje de individuos
que presentan estos efectos fluctia entre el 3 y 15 %, los efectos pueden persistir aun

después de meses de haber dejado el tratamiento (Hirshburg et al., 2016).
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Capitulo 6. Funciones de los Neuroesteroides
6.1 Efecto de los Neuroesteroides

Los neuroesteroides pueden ejercer sus efectos de diversas maneras, ya sea a través de
sus receptores nucleares y ejercer efectos gendomicos, por ejemplo en el caso de los
esteroides sexuales y glucocorticoides inducir la sintesis y/o inhibicion de proteinas. O
bien reconocer a los receptores de membrana activando segundos mensajeros, también
activan efectos rapidos, por ejemplo modulando la actividad del recetor GABA 5 (Hosie
et al., 2006; Guennoum 2015), el de glutamato tipo N metil-D-aspartato (NMDA), entre
otros (Schiile et al., 2014).

6.2 Funcion de los esteroides sexuales

El efecto de los esteroides sexuales es principalmente de cardcter gendmico, sin
embargo en el cerebro muchos de los efectos se llevan a cabo desde la membrana
celular. En el SNC los estrogenos participan en eventos de plasticidad neuronal y como
neuroprotectores, también en conjunto con la glia activan los fenomenos de reparacion

de zonas dafiadas (Raghava et al., 2017).

Los esteroides neuroactivos participan en una amplia serie de eventos, en la literatura
encontramos que la testosterona en el cerebro influye en procesos de memoria,
ansiedad, depresion, habilidades espacio temporales y en la conducta agresiva (Rosell &

Siever, 2015).
6.3 Participacion de los derivados de la progesterona en diferentes patologias

Varios estudios han evidenciado la participacion que tiene la progesterona y sus
derivados, principalmente sintetizados por la Sa-reductasa, en varias patologias como, la
epilepsia, la esquizofrenia, el dolor, la depresiéon y la ansiedad. Un ejemplo es la
alopregnanolona la cual modula al receptor GABA 4, coadyuvando en aminorar los
procesos de ansiedad, ademds de otras muchas interacciones (Callachan et al 1987;

Schiile et al., 2014).
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Capitulo 7. Justificacion y objetivos del proyecto
7.1 Justificacion

Los glioblastomas son los tumores primarios mas agresivos en el SNC, los tratamientos
usados hasta ahora no detienen las recidivas, por lo que es importante conocer mas
sobre el micro ambiente de estas células. Aportando informacion sobre la produccion de
hormonas esteroideas por estas células, se permitird disefiar diferentes estrategias para la
contencion del desarrollo de esta patologia. Por otro lado, el uso de farmacos ya usados
en clinica que inhiben a enzimas clave en la produccion de hormonas relacionadas con
este tumor, proporciona una herramienta util para investigar la participacion de las

hormonas y la actividad de las enzimas en este tema.
7.2 Hipotesis

I.- Las células obtenidas de lineas celulares derivadas de glioblastoma sintetizan y

metabolizan neuroesteroides.

IL.- Es posible interrumpir la esteroidogénesis de células derivadas de glioblastoma con

farmacos inhibidores de enzimas esteroidogénicas.
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7.3 Objetivo general

Identificar la produccion de neuroesteroides en lineas celulares de GBs C6 y U87 e

inhibir la sintesis de neuroesteroides en células U87.

7.4 Objetivos especificos

1. Identificar la produccion de neuroesteroides en las lineas celulares C6 y U87 de
GB por medio de cromatografia en capa fina (TLC).

2. Identificar la produccion de neuroesteroides en las lineas celulares U887 de GB
y cromatografia liquida de ultra resolucion, acoplada a un espectrometro de
masas (UPLC/MS?).

3. Investigar el efecto de inhibidores de enzimas esteroidogénicas sobre la sintesis

de neuroesteroides en la linea U7 celulares de GB.
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Capitulo 8. Materiales y métodos
8.1 Disefio experimental

El disefio consistio en dos fases, en la primera identificamos la produccion e inhibicion
de sintesis de neuroesteroides en las lineas celulares de glioblastoma C6 (rata) y U87
(humano), incubadas 24 y 48 horas, con precursores marcados con tritio: colesterol,
progesterona, androstenediona, dehidroepiandrosterona y testosterona, mediante la
técnica de cromatografia en capa fina (TLC por sus siglas en inglés, Thin layer

cromatography) en tres etapas.

*En la primera se evalud la sintesis de neuroesteroides de las vias de los esteroides
sexuales, corticoesteroides y derivados de la progesterona en las lineas celulares C6 y

Ug7.

*En la segunda etapa se detectd la sintesis de neuroesteroides de las vias de los
esteroides sexuales, corticoesteroides y derivados de la progesterona en la linea celular

Usg7.

*En la tercera se indagd la inhibicion producida por los farmacos finasterida y
dutasterida, sobre la sintesis de neuroesteroides, de la linea celular U87 en las vias de

los esteroides sexuales, los corticoesteroides y los derivados de la progesterona.

En la segunda fase se identifico la sintesis de neuroesteroides en lineas celulares U87,
incubadas sin precursor o con precursores frios: progesterona o androstenediona, por
medio de la cromatografia liquida de ultra resolucion, acoplada a un espectrometro de

masas (UPLC/MS?)
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8.2 Cultivo de la linea celular C6 (rata) y U87 (humano)

Se utilizaron lineas celulares de glioblastoma de rata C6 y de humano U87. Se
sembraron 5-10* células en multipozos de 24 pozos en medio de cultivo DMEM/F12 o
DMEM alto en glucosa (GIBCO BRL) respectivamente, suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS, GIBCO BRL), 2 mM glutamina (Sigma) y 100 unidades pg
penicilina-estreptomicina (GIBCO BRL), incubadas a 37 °C en 95% aire, 5% CO,.

8.3 Incubacion de las lineas celulares con precursores tritiados: sintesis de

neuroesteroides

A una confluencia de 70 % las células C6 y U87 se lavaron con medio sin suero, se
incubaron 24 y 48 horas con un ml de medio de cultivo sin suero fetal y con alguno de
los siguientes precursores esteroideos marcados con tritio: 0.1 a 0.2 pCi (curio, unidad
de actividad radioactiva), 1.8 nM/ml (cantidad de hormona por mililitro), Colesterol
(*H-Colesterol), Progesterona (*H-Ps), adquiridos de Amersham Pharmacia Biotech,
Androstenediona (*H-A4) Perkin Elmer, Boston, MA, USA. Testosterona (*H-T) o
Dehidroepiandrosterona (‘H-DHEA) MS, Dupont Boston, MA, USA. Durante 24 y 48
horas de acuerdo a Valdez et al. (2012). La células U87 se incubaron 48 horas con
Androstenediona (*H-A4) o Progesterona (*H-P,) mas los inhibidores enzimaticos como
finasterida y dutasterida adquiridos de Sigma Aldrich, a las concentraciones de 5 uM, 1

UM y 0.5 uM durante 48 horas (Pinacho-Garcia et al., 2020; Valdez et al., 2012).
8.4 Extraccion de metabolitos del medio de cultivo

Pasado el tiempo de incubacion se recolectd el medio de cultivo y se almacend en
viales. A los viales con un ml de medio se le agregd éter etilico 5 ml/ml de medio, la
solucion se agitd por 10 minutos y se congeld en una solucion con acetona industrial y
hielo seco para congelar la fase acuosa y separarla de la fase etérea. Pasados 15 minutos
la fase etérea se vertid en nuevos viales los cuales se colocaron a bafio maria para
evaporar el éter y obtener los metabolitos. El éter etilico fue adquirido de la marca de J.

B. Baker.
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8.5 Identificacion de neuroestoroides por TLC, siembra de muestra y

estandares en una placa de silica

En una placa recubierta de silica gel (20 x 20 kiesel gel 60 F,s4), rayada de manera
vertical con una separacion de 1.5 cm, se sembraron los neuroesteroides (muestras) y
los estandares (hormona fria). Los neuroesteroides extraidos se disolvieron en 60 pl
etanol para su separacion por cromatografia en capa fina, se sembro la muestra de 20 pl
(con marca radioactiva) utilizando nitrégeno gaseoso para secar el lugar de aplicacion y
los estandares auténticos (hormona sin radioactividad) 3 pl disueltos en acetona,
sembrados en las primeras columnas de la placa: colesterol, pregnenolona (Ps), 17-
hidroxipregnenolona (17-OHPs) progesterona, 17a-hidroxiprogesterona (17-OHPy,), 11-
deoxicortisol (D-Cls), deoxicorticosterona (DOC), cortisol, corticosterona (CNA),
dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediol (Adiol), androstenediona (Ajy),
testosterona (T), hidroxitestosterona (OH-T) estradiol (E;), androstanediona (ASN),
estrona (E;), androsterona (AN), dihidroandrosterona (DHAN), dihidrocorticosterona
(DHCNA), aldosterona (Aldo), dihidrotestosterona (DHT), dihidroprogesterona (DHP),
alotetrahidrodesoxicorticosterona (THDOC), estriol (E;) pregnanolona (Steraloids,

Wilton, NH) y alopregnanolona (THP, Sigma Aldrich).
8.6 Corrida de la placa en una camara de TLC

Las placas se introdujeron en una camara cromatografica, se agregaron los
correspondientes sistemas de solventes. Para corticoesteroides y glucocorticoides:
tolueno: acetona: metanol (78/20/2 v/v) y/o benceno: acetona (50/50 v/v). Y para los
esteroides sexuales, benceno: metanol (90/10) o diclorometano: acetato de etilo (80/20)
y una variacion (75/25). Los siguientes solventes: Metanol (MeOH) acetona,
diclorometano, tolueno y acetato de etilo grado HPLC se adquirieron de las marcas;

Merck, Darmstadt, y Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburg, USA).
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Después de la corrida, se procedio a revelar la placa, primero mediante el uso de luz
ultravioleta de onda corta sobre la placa de silica, posteriormente se recortd la seccion
de la placa donde se sembraron los estdndares y se cubrié con acido sulfurico (H2S04)
al 10 % mediante el uso de una pipeta y se procedio a aplicar calor a 120 “C, esto con el

fin de detectar en qué posicion corrieron los estandares (Valdéz et al., 2012).

8.7 Determinacion de los metabolitos formados a partir de precursores

radiomarcados

La placa de silica gel fue cuadriculada seglin los estandares que se hayan encontrado a
lo largo de la corrida y esos cuadros fueron recortados para ingresados de manera
independiente en viales, a estos se les agregaron 5 ml de liquido de centelleo y se
colocan en orden en gradillas en un contador de radioactividad. Posteriormente se

calculo6 el porcentaje de transformacion del precursor a los metabolitos.
8.8 Estadistica

Los datos se presentan como medias = SEM. Los valores de probabilidad de p <0.05 se
consideraron significativos. La normalidad se investigd mediante la prueba de
Kolmogorov Smirnov. Para investigar las diferencias estadisticas entre control y grupos
se utilizd la prueba ANOVA, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. Los experimentos
se repitieron al menos tres veces. El andlisis estadistico se realizd con el programa

Prisma version 5. 2010 (GraphPad Software Inc.).
8.9 Incubacion de la linea celular U87 (humano) para la UPLC/MS*

Las células U87 fueron sembradas en multipozos de 24 pozos, a una confluencia de 70
% las células U&7 se lavaron con medio sin suero, se incubaron en un ml de medio sin
suero fetal 48 horas sin precursores y con precursores hormonales frios (sin tritio) 2
nM/ml, de la siguiente manera: 1.-Células en medio sin precursor, 2.- Células en medio
de cultivo mas uno de los dos precursores progesterona (P4) o androstenediona (Ay).
Pasadas las 48 horas el medio de cultivo se recuperd y se procedi6 a la extraccion de los

metabolitos como se describe en el punto 8.4.
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8.10 Identificacion de neuroesteroides en la linea celular U87 por
cromatografia liquida de ultra resolucion, acoplada a espectrometro de

masas (UPLC/MS?)

La identificacion de neuroesteroides sintetizados por las células U87 mediante
UPLC/MS? fue en colaboracion con él Dr. Mario Figueroa, en Laboratorio 25 del
Instituto de Quimica de la UNAM. Las muestras (neuroesteroides extraidos) y 26
estandares internos (hormonas frias) se reconstituyeron en 5 pl de metanol para su
separacion por cromatografia liquida de ultra resolucion. La bateria de estandares
internos se uso6 para conocer los tiempos de retencion y su peso molecular ionizado, con
estos datos se logrd tener parametros de identificacion de los productos de sintesis de las
muestras. Los estandares internos fueron los siguientes:17-hidroxipregnenolona (17-
OHPs), progesterona, 17a-hidroxiprogesterona (17-OHP,4), 11-deoxicortisol (D-Cls),
deoxicorticosterona (DOC), cortisol, corticosterona (CNA), dehidroepiandrosterona
(DHEA), androstenediol (Adiol), androstenediona (A4), testosterona (1),
hidroxitestosterona (OH-T) estradiol (E,), androstanediona (ASN), estrona (E;),
androsterona (AN), dihidroandrosterona (DHAN), dihidrocorticosterona (DHCNA),
aldosterona  (Aldo), dihidrotestosterona (DHT), dihidroprogesterona (DHP),
alotetrahidrodesoxicorticosterona (THDOC), estriol (Es3), pregnanolona (Steraloids,

Wilton, NH) y alopregnanolona (THP, Sigma Aldrich).

8.11 Proceso para determinar la biotransformacion de metabolitos mediante la

técnica UPLC/MS?

Se colocaron los viales en una gradilla y se introdujeron para su analisis en un equipo de
cromatografia liquida de ultra resolucion, acoplada a espectrometro de masas
(UPLC/MS?). Se utiliz6 un equipo Waters Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA)
el equipo cuenta con un inyector automatico vinculado a un detector de fosfodiodos
(PDA). El aparato de UPLC se program¢ para tomar de cada vial la cantidad de 3 pl de
muestra o estdndares internos, en un tiempo de corrida de 10 minutos a un flujo de 0.6

ml/min para separar los metabolitos.
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Usando un sistema de disolventes: un gradiente de agua y acetonitrilo, a estos
disolventes se les adicion6 0.1% de acido férmico. Los metabolitos fueron separados
mediante una columna Acquity BEH C18 de 50 x 2,1 mm, con tamafio de particula de

1,7 um, marca Waters (Milford, MA, USA).

Las moléculas separadas se fragmentaron e ionizaron mediante una fuente de
ionizacion por electro-spray (HESI) en modo positivo, a una velocidad del flujo del gas
nitrégeno de 35.00 arb. Con temperatura del vaporizador de 300 °C y 275 °C del
capilar. Por ultimo, un detector de masas acoplado al equipo, sistema de espectrometria
de masas LTQ Orbitrap XL (Thermo Finnigan, San José, CA, EE. UU.), detecto las

caracteristicas propias de cada metabolito, lo que permitid su identificacion.
8.12 Identificacion de neuroesteroides por UPLC/MS?, estandares Yy muestras

Los datos obtenidos se presentaron de dos formas, los tiempos de retencion (momento
de la corrida en el que aparece el metabolito en forma de un cromatograma y las
caracteristicas de las moléculas fragmentadas e ionizadas, por medio de un espectro de

masas.
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Capitulo 9. Resultados TLC y UPLC/MS’
Se muestran los resultados en dos secciones:
. La primera, 9.1. Para los resultados de cromatografia en capa fina.
. La segunda, 9.2. Para los resultados de cromatografia liquida de ultra
resolucion.

9.1 Sintesis de neuroesteroides radiomarcados en las lineas celulares C6 y

U87, cromatografia en capa fina (TLC)

Se presentan los resultados de la sintesis de neuroesteroides utilizando la TLC, los

tiempos de incubacion de células C6 y U87 con precursores fueron 24 y 48 horas.

1. Células C6 con precursores tritiados.
2. Células U87 con precursores tritiados.
3. Células U87 con precursores tritiados mas inhibidores enzimaticos.
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9.1.1 Sintesis de esteroides sexuales por la linea celular C6, con los precursores

colesterol y DHEA

Los datos de la figura 8 A muestran la biotransformacion del precursor colesterol por
cé¢lulas C6 a metabolitos después de 24 y 48 h de incubacion. Se encontraron cémo
principales metabolitos: androgenos; la hidroxitestosterona (OH-T),
dihidroandrosterona (DHAN), Adiol, androstenediona, y el estrogeno estriol, en menor
proporcion; testosterona, 17 hidroxiprogesterona (17-OHPs) y androstanediona. (ASN).
En la figura 8B se examinaron metabolitos sintetizados por las células C6 cuando se
exponen al precursor "H-DHEA después de 24 y 48 h de incubacion. Después de 24 h
en cultivo, las células sintetizaron principalmente los androgenos A4, T y estradiol E,,
porcentaje de transformacion: 15.3 + 1.2, 5.2 + 0.6, 7.8 £ 1.3 respectivamente. La
sintesis de T se duplicoé en 48 h (12.2 = 1.1). Otros metabolitos como Androsterona,

DHAN y ASN también se sintetizaron, aunque en menor cantidad (2% en promedio).
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Figura 8. Biotransformacién de precursores *H-colesterol 8A y *H-DHEA 8B a esteroides sexuales por
células C6 incubadas 24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje de transformacion y el eje X los
metabolitos encontrados. Media = SEM. Sistema de solventes: diclorometano: acetato de etilo (75:25 and
80:20) v: v.
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9.1.2  Sintesis de esteroides sexuales por la linea celular C6, con precursores

androstenediona o testosterona

La incubacién de células C6 con *HA4 (Fig. 9A) produjo varios androgenos como T,
DHT, DHAN, ASN, AN, OH-T, y también el estrégeno mas potente, E,. Cabe senalar
que, en el caso de testosterona, DHAN, OH-T y de E; la sintesis aumentd después de 48
horas de cultivo. La dihidrotestosterona fue el metabolito mas abundante junto con OH-
T, cuando las células C6 se incubaron en presencia de *H-testosterona (Fig. 9B). La
sintesis de este potente androgeno aument6 en funcion del tiempo. Las células también
produjeron pequeiias cantidades de Ay y DHAN vy estradiol este Gltimo aumenta al

segundo tiempo.
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Figura 9. Biotransformacién de precursores “H-androstenediona 9B y *H-testosterona 9A a esteroides
sexuales por células C6 incubadas 24 y 48 h. El e¢je Y muestra el porcentaje de transformacion y el eje X
los metabolitos encontrados. Media + SEM. Sistema de solventes: diclorometano: acetato de etilo (75:25

y 80:20) v: v.
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9.1.3  Sintesis de derivados de la progesterona y corticoesteroides por la linea

celular C6, con el precursor progesterona

La biotransformacion de la P4 tritiada sintetizo como resultado los siguientes
metabolitos: 17-OHP,4, deoxicortisol, corticosterona. Ademds se detect6 DHCNA y
DOC, la sintesis de estos metabolitos aument6 después de 48 h de cultivo (Figura 10).
Aldo, THP, DHP fueron también sintetizados durante las 24 h, sin embargo, no se

observaron cambios a las 48 h. No se detectd sintesis de cortisol.

24h
ER 48h

% de transformacion

17-OHP, D-CSL DOC CNA ALDO DHCNA DHP THDOC

Metabolitos

Figura 10. Biotransformacion del precursor *H-progesterona a corticoesteroides por células C6 incubadas
24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje de biotransformacion y el eje X los metabolitos encontrados.

Media + SEM. Sistema de solventes: tolueno: acetona: metanol (78:20:2) v: v.
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9.1.3  Sintesis de esteroides sexuales por la linea celular U87, con los precursores

colesterol o androstenediona

Los datos de la Figura 11A muestran la biotransformacién del precursor colesterol *H a
metabolitos tritiados, por células U87 después de 24 y 48 h de incubacion. La
progesterona fue el metabolito mas abundante, también se detectaron en pequeias

cantidades de Ps, 17-OHP4 17-OHPs y OH-T. Ademas de testosterona, ASN y DHAN

igual en pequefias cantidades.

La incubacion de las células U87 con “H-A4 produjo testosterona y androsterona como
los metabolitos mas abundantes (Fig. 11B). Se encontraron menores cantidades de otros

metabolitos se encontraron como DHAN, DHT y O-HT, asi como de E; y ASN.
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Figura 11. Biotransformacion de precursores *H-colesterol 11A y *H-androstenediona 11B a esteroides
sexuales por células U87 incubadas 24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje de biotransformacion y el
eje X los metabolitos encontrados. Media = SEM. Sistema de solventes: diclorometano: acetato de etilo

(75:25 and 80:20) v: v.
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9.1.4  Sintesis de esteroides sexuales por la linea celular U87, con el precursor

testosterona o corticoesteroides con el precursor progesterona

Las células U87 incubadas con testosterona tritriada produjeron pequefias cantidades de
androstenediona, DHT, DHAN y AN siendo la hidroxitestosterona el metabolito

producido en mayor cantidad (Fig. 12A).

Para investigar si las células U87 tienen la capacidad de sintetizar corticoesteroides y
derivados de la progesterona, se incubaron las células con progesterona tritiada. La
figura 12B muestra la biotransformacion de la progesterona a metabolitos como
aldosterona y THDOC que fueron los mas abundantes, ademds también fueron

encontrados, 170H-P4, DOC, THP, DHB, corticosterona y cortisol.
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Figura 12. Biotransformacion de los precursores “H-testosterona 12A a esteroides sexuales y °H-
progesterone 12B a corticoesteroides por células U87 incubadas 24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje
de biotransformacion y el eje X los metabolitos encontrados. Media = SEM. Sistema de solventes:

diclorometano: acetato de etilo (75:25 y 80:20) v: v.
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9.1.5 La Finasterida inhibe la sintesis de esteroides sexuales a partir del

precursor androstenediona

Las células U87 se incubaron durante 48 h con 3H-A4 y con tres diferentes
concentraciones del inhibidor de la Sa-reductasa, finasterida. La concentracion de la
testosterona se modifico estadisticamente por el tratamiento con el farmaco sin
embargo, se observd una tendencia hacia la acumulacion de este esteroide. La
finasterida a concentraciones de 0.5 a 5 uM redujo significativamente la sintesis de
varios esteroides derivados de la androstenediona como DHT, DHAN, AN, ASN, OH-T
e incluso E,. El efecto del inhibidor estuvo relacionado con la concentracion del

farmaco (Fig. 13).
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Figura 13. La finasterida inhibe la sintesis de esteroides sexuales en células U87. Las células fueron
incubadas durante 48 h con *H-androstenediona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones finasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformacion, y el eje X Los metabolitos
encontrados. Media + SEM * * P <0.01, * * * P <0.001 control vs finasterida 0.5, 1 y 5 uM. Sistema de

solventes: diclorometano, acetato de etilo. (80:20) v: v.
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9.1.6 La Dutasterida inhibe la sintesis de esteroides sexuales con precursor

androstenediona

La presencia de la dutasterida durante 48 horas en los medios de cultivo de U87,
disminuy6 significativamente la sintesis de androgenos y estrogenos (Fig. 14). La
testosterona tritiada mostr6 una tendencia a acumularse cuando las células fueron
incubadas con dutasterida. La sintesis de DHT, DHAN y Androsterona fueron inhibidos
de manera significativa, asi como ASN, OH-T y estradiol, incluso con la menor
concentracion del farmaco; el efecto del inhibidor fue directamente proporcional a su
concentracion. La androsterona fue nuevamente el metabolito mas abundante de la

biotransformaciéon de androstenediona y la dutasterida disminuyé notablemente su

sintesis.
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Figura 14. La dutasterida inhibe la sintesis de esteroides sexuales en células U87. Las células fueron
incubadas durante 48 h con *H-androstenediona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de dutasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformacion, y el eje X Los
metabolitos encontrados. Media = SEM * * P <0.01, * * * P <0.001 control vs dutasterida 0.5, 1 y 5 pM.

Sistema de solventes: diclorometano, acetato de etilo (80:20) v: v.
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9.1.7 La Dutasterida inhibe la sintesis de esteroides sexuales con la progesterona
€COmo precursor

Dado que el espectro de inhibicion de la dutasterida sobre las isoformas de la Sa-
reductasa es mas amplio que el de finasterida, decidimos usarla para indagar la
inhibicion de sintesis de androgenos a partir de la progesterona, puesto que tiene un
mayor pKi comparado con la finasterida. La figura 15 muestra los esteroides

androgénicos derivados de 3 H-P..

Lo que encontramos en los medios de cultivo de células U87 después de 48 horas en
presencia o ausencia de dutasterida, fue que la testosterona mostrdé una tendencia a
acumularse significativamente en todas las concentraciones de dutasterida. La sintesis
de O-HT, DHT, DHAN, AN vy estriol, fue inhibida significativamente, desde la menor
concentracion del farmaco y se observo claramente que, el efecto del inhibidor es

directamente proporcional a la concentracion.
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Figura 15. La dutasterida inhibe la sintesis de esteroides sexuales en células U87, incubadas durante 48 h
con ’H-progesterona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de
dutasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformacion y el eje X los metabolitos encontrados.
Media + SEM * * P <0.01, * * * P <0.001 control vs dutasterida 0.5, 1 y 5 uM. Sistema de solventes:

diclorometano, acetato de etilo (80:20) v: v.
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9.1.8 La Dutasterida inhibe la sintesis de derivados de la progesterona y

corticoesteroides con precursor progesterona

La dutasterida inhibe la sintesis de corticoesteroides por las células U87 incubadas con
*H-progesterona. Las concentraciones de dutasterida de 0.5 a 5 pM redujeron
significativamente Aldo, THDOC y sintesis de DHCNA (Fig. 16). La
desoxicorticosterona fue notablemente acumulada después de la incubacion con
dutasterida; a pesar de que su sintesis fue mucho menor, la acumulacion de

corticosterona también se pudo observar.
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Figura 16. La Dutasterida inhibe la sintesis de corticoesteroides en células U87. Las células se incubaron
durante 48 h con *H-progesterona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes concentraciones
de dutasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformacion, y el eje X los metabolitos encontrados.
Media + SEM * P <0.05 * * P <0.01, * * * P <0.001 control frente a dutasterida 0.5, 1 y 5 uM. Sistema

de solventes: tolueno, acetona, metanol (78: 20: 2) v: v.
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9.2 Resultados UPLC/MS?, Sintesis de Neuroesteroides por la linea celular
Us87

e Primero se realiz6 una corrida con una bateria de 26 estandares internos (hormonas
esteroideas) en UPLC/MS?, para conocer el tiempo de retencién y las cualidades unicas

de cada metabolito, después se procediod al andlisis de las muestras:

e Con UPLC se analizo la sintesis de neuroesteroides de manera constitutiva, es decir;
sin agregar ningun precursor hormonal, observando la sintesis de esteroides sexuales,

corticoesteroides y derivados de progesterona.

e También agregando precursores como androstenediona o progesterona se analizaron
las mismas vias de sintesis de neuroesteroides; esteroides sexuales, corticoesteroides y

derivados de progesterona.
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9.2.1

Con el desarrollo de la cromatografia liquida de los estdndares internos se obtuvieron,
los tiempos de retencion (t/ret), espectro UV, unidades de absorbancia, el tiempo de
retencion con la molécula protonada (m/z), ademés de la ionizacién y la relacion carga
masa del 16n molecular protonado (m/z [M+H]+) en el caso de nuestros compuestos,
fueron ionizados de manera positiva. Estos datos en conjunto permitieron la

construccion de la siguiente tabla 1. Con los datos agrupados en la tabla pudimos

Bateria de estandares internos en UPLC/MS?

identificar y ubicar los neuroesteroides sintetizados por las células U87.

= Nombre Abreviatura | tirer abs UV | Peso molecular Peso ionizado Estructura
1 |Estriol E; 291 2.82 28838 289.1803

2 |Aldosterona Aldo 297 2.92 360 44 361.2014

3 |Cortisol CLS 328 32 362.42 363.2159

4 |Hidroxitestosterona OH-T 3.54 3.47 304 .42 3052111

5 |Dihidrocorticosterona DHCNA 3.69 3.64 344 44 3452054

6 |Corticosterona CNA 3_80 374 346 46 3472216

7 |Deoxicortisol D-CLS 387 382 34640 3472216

9 | Androstenediol Adiol 416 4.13 290 44 291.2314

8 |Hidroxiprogesterona OH-P, 4.16 4.04 330.46 331.2261

10 |Estradiol E; 425 4.17 272.38 273.1848

11 |Testosterona T 436 4.29 288.42 2852162

12 |17-Hidroxiprogesterona 17-OHP, 4.46 4.42 330.46 331.2267 :
13 |Deoxicorticosterona DOC 4.48 4.42 330.46 331.2263 1

14 |Estrona E, 4.59 4.54 270.37 271.1692

15 |Dehidroepiandrosterona DHEA 4.62 4.56 288.42 2892154

16 |Androstenediona Ay 4.66 4.57 288 42 287.2005

17 |Dihidroandrosterona DHAN 4.86 4.78 292 46 293 2464

18 |Dihidrotestosterona DHT 492 4. 84 290 44 291231
20 |Dihidrodeoxcoticosterona DHDOC 5.01 4.97 332.48 333 2425

19 |Alotetradeoxicorticosterona THDOC 5.04 4.95 334.50 335.2576-317.2471
21 |Diludroprogesterona DHP 511 5.04 312.45 313.2154 ;
22 |Androstanediona ASN 515 5.14 288.42 2892159
23 |Androsterona AN 5.30 F21 29044 291.2311
24 |Pregnanolona PA 532 Ly 316.4 317.2471 t
25 |Progesterona P, 5.56 5.49 314 .46 315.2313 1
26 [Alopregnanoclona THP 6.03 507 318.5 319.2626

Tabla 1. Bateria completa de 26 estdndares internos. Con su nombre comun, su abreviatura, tiempo de

retencion, uv, peso molecular, peso molecular ionizado y la estructura quimica.
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9.2.2 Cromatograma de la bateria de estindares internos en UPLC/MS*?

La figura 17 presenta un cromatograma general los tiempos de retenion de los 26
metabolitos, el primer esteroide en aparecer en la corrida es el estriol en el minuto 2.82,
de los ultimos metabolitos en correr es el neuroesteroide alopregnanolona con un tiempo
de retencion de 5.97 minutos. El tiempo total de corrida fue de 10 minutos, tanto para
estandares como en las muestras para identificar neuroesteroides; esteroides sexuales,

derivados de progesterona, corticoesteroides, glucocorticoides y mineralocorticoides.
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Figura 17. Cromatograma UPLC de 26 estandares internos, eje X muestra el tiempo de retencion, el eje Y
las unidades de absorbancia, las flechas indican el minuto de aparicion de los metabolitos en una corrida

de 10 minutos.
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9.2.3 Cromatogramas individuales y su espectro de masas de estindares

internos en UPLC/MS?

La figura 18 muestra cromatogramas y espectros de masas de metabolitos individuales,
encontramos que la mayoria (24) tuvieron una buena separacion, sin embargo dos de
ellos; la 17-hidroxiprogesterona y la deoxicorticosterona tuvieron un mismo tiempo de
retencion 4.42 minutos para ambas hormonas, los tiempos de retencion los observamos
en los cromatogramas individuales de cada uno de los 26 estandares internos. Por otro
lado, la informacion de la ionizacién y carga masa del metabolito (m/z [M+H]+) se
muestra en los espectros de masa, estos ultimos constituyéndose como una huella tnica
para cada molécula analizada. Tanto los tiempos de retencion, como el peso molecular
ionizado, representaron la herramienta para la identificacion de los metabolitos en las

muestras de la linea celular UR7.

1.- Estriol

. 282 N
= :
o =\ .
S 50000 '-\
1 I N2 204 [ 244 544 553 784 Ia_g»;_ﬂ_-?'}_?-_ 17 054
_I}-:_ I1| I2 I:é: :.:1“"5" 'E":'::,' :é:"g "1|0
Time (min)
2.- Aldosterona
080 os4 N -
o000 |l @]1- =
gooon |1} o §o
34 | 296 ko
% 400004 \ 0.62 L.
I\ o) bu_ 98, L
e ] | (I R - |
M T T T O T T T T T T T T T D o o
0 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 =
Time (min)

Figura 18.1. Estriol y aldosterona ordenados segtin su tiempo de aparicion en una corrida de 10 minutos
por UPLC-MS?, izquierda: cromatogramas individuales analizados eje X tiempo de retencion, eje Y
unidades de absorbancia. Derecha espectros de masas (patrones de fragmentacion) eje X abundancia

relativa por HESI, eje Y ionizacion positiva (+) relacion carga/masa (m/z).
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Figura 18.2. Cortisol, hidroxitestosterona, dihidrocorticosterona,
ordenados segin su tiempo de aparicién en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS? izquierda:
cromatogramas individuales analizados eje X tiempo de retencion, eje Y unidades de absorbancia.

Derecha espectros de masas (patrones de fragmentacion) eje X abundancia relativa por HESI, eje Y

ionizacion positiva (+) Relacion carga/masa (m/z).
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Figura 18.3. Hidroxiprogesterona, Adiol, estradiol, testosterona, 17-hidroxiprogesterona, ordenados segun
su tiempo de aparicion en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS? izquierda: cromatogramas
individuales analizados eje X tiempo de retencion, eje Y unidades de absorbancia. Derecha espectros de

masas (patrones de fragmentacion) eje X abundancia relativa por HESI eje Y ionizacion positiva (+)

Relacion carga/masa (m/z).
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Figura 18.4. Deoxicorticosterona, estrona, DHEA, androstenediona y dihidroandrosterona, ordenados

seglin su tiempo de aparicion en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS?, izquierda: cromatogramas
individuales analizados eje X tiempo de retencion, eje Y unidades de absorbancia. Derecha espectros de
masas (patrones de fragmentacion) eje X abundancia relativa por HESI, eje Y ionizacion positiva (+)

Relacion carga/masa (m/z).
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Figura 18.5. Dihidrotestosterona, THDOC, DHDOC, dihidroprogesterona, androstanediona, ordenados

segun su tiempo de aparicion en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS?, izquierda: cromatogramas

individuales analizados eje X tiempo de retencion, eje Y unidades de absorbancia. Derecha espectros de

masas (patrones de fragmentacion) eje X abundancia relativa por HESI, eje Y ionizacion positiva (+)

Relacion carga/masa (m/z).
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Figura 18.6. Androsterona, pregnanolona, progesterona, alopregnanolona ordenados segun su tiempo de
aparicion en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS®, izquierda: cromatogramas individuales
analizados eje X tiempo de retencion, eje Y unidades de absorbancia. Derecha espectros de masas
(patrones de fragmentacion) eje X abundancia relativa por HESI, eje Y ionizacién positiva (+) Relacion

carga/masa (m/z).
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9.24 Cromatograma UPLC/MS? de la sintesis de neuroesteroides de manera

constitutiva (sin precursor) de la linea celular U87

La figura 19 muestra el cromatograma de sintesis de manera contitutiva de las células
US87, se puede observar como se detectan una variedad de neuroesteroides como;
androgenos; OH-T, androsterona, productos de la via delta 5 como DHEA y adiol,
ademas de estrogenos, cortisol y THDOC. En los recuadros abajo del cromatograma se

enlistan los metabolitos detectados.
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Figura 19. Cromatograma UPLC células U87 sin precursor, sintesis de manera constitutiva, eje x muestra
el tiempo de retencion, el eje y las unidades de absorbancia, las flechas indican el tiempo de aparicion de

los metabolitos en una corrida de 10 minutos.

Neuroesteroides detectados:

Esteroides sexuales Corticoesteroides y derivados de progesterona
# |Nombre Abreviatura | t/ret UV [Peso ionizado # |Nombre Abreviatura| #ret [ UV | Pesoionizado
1 [Hidroxitestosterona OH-T 354 | 347 305.2111 10 |Cortisol CLS 325 32 3632159
2 |Androstenediol Adiol 4.16 | 413 | 291.2314 11 |Corticosterona CNA | 379 374 347.2216
3 |Estradiol E, 425 417 273.1848 12 |Deoxicortisol D-CLS | 387| 382 347.2216
4 |Testosterona T 436 | 429 | 2892162 13 [Hidroxiprogesterone OHP, | 416| 4.04 331.2261
5 |Dehidroepiandrosterona | DHEA | 4.59 | 4.56 | 289.2154 14 [17-Hidroxiprogesterona IT-0HP, [ 446 | 442 331.2267
6 |Androstenediona A, 4.66 457 287.2005 15 |Deoxicorticosterona DOC 448 [ 442 331.2263
7 |Dihidroandrosterona DHAN 482 | 478 293.2464 16 [Alotetradeoxicorticosterona [ THDOC | 5.04 | 495 [335.2576-317.2471
8 |Dihidrotestosterona DHT | 486 | 484 | 291231 17_|Pihidroprogesterona DHP | S05) S04 | 3132184
9 |Androsterona AN | 524 | 521 | 2912311 18 |Pregnanolona PA_ ]S Sy s

19 [Progesterona P, 551 549 315.2313
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9.2.5 Cromatograma UPLC/MS? de la sintesis de neuroesteroides por la linea
celular U87 con precursor androstenediona

La figura 20 muestra el cromatograma de la sintesis de neuroesteroides por las células
U87, con el precursor androstenediona, se muestran la mayoria de los androgenos coémo
testosterona, DHT, OHT, androsterona, también estrogenos como estradiol, estrona y
estriol. Ademas se encontro; progesterona, DHP, THDOC Y DOC. En los recuadros

abajo del cromatograma se enlistan los metabolitos detectados.

AN PA P
8.78
%
N
| 9.56
"5, 678 703 7.72 866 |\,

6 7 8 9 10

20000} 0.61
- f
800007 il
- |}
70000 |!,
- | | DHEA THDOC
= 1 |
[
| ] K DHPASN
[
[
|
|
il
1

Time (min)

Figura 20. Cromatograma UPLC sintesis células U87 con precursor androstenediona, eje X muestra el
tiempo de retencion, el eje y las unidades de absorbancia, las flechas indican el tiempo de aparicion de los

metabolitos en una corrida de 10 minutos.

Neuroesteroides detectados:

Esteroides sexuales Corticoesteroides y derivados de la progesterona
# |Nombre Abreviatura | t/ret UV | Peso ionizado # [Nombre Abreviatural t/ret | UV Peso ionizado
1 [Estriol E; 2.91 2.82 289.1803 13 |17-Hidroxiprogesterona 17-OHP, | 4.46 | 4.42 331.2267
2 |Hidroxitestosterona OH-T 3.54 | 347 305.2111 14 |Deoxicorticosterona DOC 448 | 4.42 331.2263
3 |Androstenediol Adiol 416 | 413 291.2314 15 |Alotetradeoxicorticosterona | THDOC | 5.04 | 4.95 |335.2576-317.2471
4 _|Estradiol E 422 | 417 | 273.1848 16 |Dihidroprogesterona DHP | 505 | 5.04 3132154
5 _|Testosterona T 4.36 | 429 | 2892162 17 |Pregnanolona PA 532 | 527 317.2471
6 [Estrona Ei 439 | 454 | 2711692 18 [Progesterona P, 551 | 549 3152313
7 |Dehidroepiandrosterona DHEA 4.59 4.56 289.2154
8 |Androstenediona Ay 4.66 4.57 287.2005
9 |Dihidroandrosterona DHAN 4.82 4.78 293.2464
10 [Dihidrotestosterona DHT 4.86 4.84 291.231
11 |Androstanediona ASN 5.15 5.14 289.2159
12 |Androsterona AN 5.24 521 291.2311
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9.2.6 Cromatograma UPLC/MS? de la sintesis de neuroesteroides por la linea

celular U87 con precursor progesterona

La figura 21 muestra el cromatograma de la sintesis de neuroesteroides por las células
US87, con el precursor P4, se detectaron la mayoria de los andrégenos como
testosterona, DHT, OHT, androsterona etc., también tres estrogenos. Y la mayoria de
los derivados de la progesterona y corticoesteroides. En los recuadros abajo del

cromatograma se enlistan los metabolitos detectados.
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Figura 21. Cromatograma UPLC sintesis células U87 con precursor progesterona, eje X muestra el tiempo
de retencion, el eje y las unidades de absorbancia, las flechas indican el tiempo de aparicion de los

metabolitos en una corrida de 10 minutos.

Neuroesteroides detectados:

Esteroides sexuales Corticoesteroides y derivados de la progesterona
# [Nombre Abreviatura |t/ret UV |Peso ionizado # [Nombre Abreviatura| t/et | UV Peso ionizado
1 |Estriol E; 291 2.82 289.1803 11 |Aldosterona Aldo 297 | 2.92 361.2014
2 |Hidroxitestosterona OH-T 3.54 3.47 305.2111 12 |Cortisol CLS 328 | 322 363.2159
3 |Estradiol E, 422 4.17 273.1848 13 |Corticosterona CNA 3.79 3.74 347.2216
4 |Testosterona T 432 429 289.2162 14 |Deoxicortisol D-CLS 3.87 3.82 3472216
5 |Estrona E, 459 4,54 271.1692 15 |17-Hidroxiprogesterona 17-OHP, 446 | 442 331.2267
6 |Androstenediona A, 4.66 457 287.2005 16 |Deoxicorticosterona DOC 448 442 331.2263
7 |Dihidroandrosterona DHAN 4.82 4.78 293.2464 17 [Dihidrodeoxcoticosterona DHDOC 5.01 4.97 333.2425
8 |Dihidrotestosterona DHT 4.86 4.84 291.231 18 [Alotetradeoxicorticosterona THDOC 5.04 | 495 |[335.2576-317.2471
9 | Androstanediona ASN 515 514 289.2159 19 |Dihidroprogesterona DHP 5.05 5.04 313.2154
10 |Androsterona AN 524 521 291.2311 20 |Pregnanolona PA 332 | 527 3172471
21 |Progesterona Py 5.51 5.49 315.2313
22 |Alopregnanolona THP 6.03 597 319.2626
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Capitulo 10. Discusion
10.1 General

El presente trabajo tuvo como objetivo principal, identificar la capacidad de las lineas
celulares C6 y U87 de sintetizar neuroesteroides, a partir de precursores hormonales
radiomarcados. También fue de interés conocer si la linea celular U87 tenia la capacidad
de sintesis de neuroesteroides sin precursores hormonales y por ultimo, determinar el
efecto de los inhibidores de la enzima So-reductasa, sobre la sintesis de neuroesteroides

en células UR7.

Se decidid utilizar los precursores hormonales a varios niveles de la ruta general de
sintesis, por ejemplo, usamos colesterol para observar si estas células podian
metabolizar desde el principio de la ruta de sintesis, seguimos con la progesterona para
indagar la ruta de los esteroides sexuales, los corticoesteroides y derivados de la
progesterona. Acortamos la via de los esteroides sexuales con la ayuda de los
precursores como, DHEA, androstenediona y testosterona. Conforme ibamos
obteniendo resultados observamos los productos y la actividad de la Sa-reductasa,

razon por la cual se usaron los farmacos finasterida y dutasterida.
10.2 Sintesis de esteroides sexuales por la linea celular C6 (TLC)

Cuando se incubaron las células C6 (rata) con colesterol, observamos la capacidad de
estas células de metabolizar a partir del colesterol, corroborando por primera vez los
pasos principales de la ruta metabolica de las hormonas esteroideas, los resultados
mostraron la sintesis de la Ps, conduciendo a la sintesis de androgenos. Se resalta que la

sintesis de adiol por estas células indicado que la via delta 5 esta activa.
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Curiosamente, también encontramos la sintesis de otros derivados de androgenos como
DHAN vy la androsterona productos de 3a-HSD, y otro como OH-T, sintetizado por
11B-hidroxilasa. La OH-T y la dihidrodesoxicorticosterona (DHDOC) con una
importante participacion en el desarrollo del cancer de prostata (Uemura et al., 2010;

Storbeck et al., 2013; Swart et al., 2013; Mostaghel et al., 2014).

Por otro lado, como era de esperar, cuando se acortd la ruta de sintesis utilizando el
precursor A4 o T, la biotransformacion a DHT y OHT aumento, sugiriendo una
actividad significativa de Sa-reductasa y 11f-hidroxilasa. La sintesis del neuroesteroide
androsterona por las células C6 y U87, no se habia informado previamente y sugiere la
actividad de la 3a-HSD. Aunque los metabolitos como DHT y estradiol se sintetizaron
en porcentajes mas bajos, en comparacion con la testosterona o la androsterona, esto
puede considerarse por la mayor afinidad que tienen estos esteroides por sus respectivos
receptores. Cabe destacar que la produccion de andrégenos con el precursor *H-DHEA
encontrados en este estudio, indica que las células C6 también pueden sintetizan

androgenos por la via esteroidogénica AS.
10.3 Sintesis de esteroides sexuales por la linea celular U87 (TLC)

La sintesis de neuroesteroides por las células U87derivadas de GB es poco conocida.
Descubrimos que estas células sintetizan esteroides sexuales de manera semejante a las
células C6, la capacidad de la célula U87 para producir andréogenos a partir de
colesterol, sugiere que tienen las enzimas P450-scc y 17a-hidroxilasa, necesarias para

metabolizar dichos esteroides.

La produccion de neuroesteroides como androsterona, androstenediona y
androstanediona no se habia investigado previamente en células C6 o US87. Estos
androgenos interactiian con el receptor de andrégenos y por lo tanto, podria tener un
papel en el desarrollo de GB, como ha sucedido con la testosterona y la DHT

(Rodriguez-Lozano et al., 2019, 2000).
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Como se inform6 anteriormente, los androgenos pueden transformarse en estrogenos en
células gliales a través de la accion de la P450-aromatasa, una enzima que esta presente
en células U87 (Yague et al. 2004). Aqui mostramos que las células C6 pueden
convertir androgenos como A4 en estrogenos, respaldando asi los datos de Yague et al.
2004, que mostraban la expresion de esta enzima en la linea celular. También se ha
demostrado que las lineas celulares de GB, de humanos T98G y U373MG expresan a la
aromatasa y tiene actividad (Gonzalez et al., 2010). Nuestros hallazgos en las células
U87 indican que la enzima puede estar sintetizando activamente estrogenos,

probablemente usando andrégenos de produccion propia como precursores.

Varios estudios muestran como los andrégenos participan en el desarrollo del GB,
usando la DHT para observar la proliferacion celular (Yu et al., 2014; Rodriguez-lozano
et al 2019-2020) por lo tanto; fue importante saber si los inhibidores de la Sa-reductasa
utilizados para tratar el cancer de prostata, lograrian bloquear la sintesis de androgenos

en estas c¢lulas (Cabeza et al., 2016; Mostagel et al., 2013).

104 Inhibicion de esteroides sexuales por la finasterida y la dutasterida en

células U87 (TLC)

Las células U887 expresan la enzima So-reductasa por lo tanto se esperaba que
respondieran a estos farmacos, disminuyendo la sintesis de andrégenos potentes. En
efecto, la sintesis de DHT y otros derivados androgénicos producto de la Sa-reductasa

disminuyeron significativamente tanto con la finasterida como con la dutasterida.

Cabe sefialar que la adicion de la dutasterida al medio de cultivo de las células U87,
también inhibi6 la sintesis de AN, DHAN, el bloqueo de estas enzimas podria
emplearse como tratamiento terapéutico, para controlar el desarrollo del GB. La sintesis
de estradiol y de estriol también fue inhibida significativamente por la dutasterida, un
hecho que podria ser explicado por trabajos anteriores, donde demostraron que la
sintesis de estradiol podria ser independiente de la testosterona, utilizando los

metabolitos que son productos de la Sa-reductasa (Ishikawa et al 2006).
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Se ha demostrado que el estradiol participa en desarrollo del GB, tanto en proliferacion
celular como en procesos de infiltracion (Gonzélez-Arenas et al., 2011; Germdan-
Castelan et al 2014), Ahi el efecto inhibitorio de la dutasterida observado en las células

U87, podria ser una ventaja en el tratamiento del tumor.
10.5 Sintesis de corticoesteroides por células C6 y U87 (TLC)

Este estudio muestra por primera vez que las células C6 y U87 pueden producir
corticoesteroides. Los resultados son interesantes, principalmente por el conocimiento
que los corticoesteroides disminuyen la respuesta inmune, por lo tanto; a través de la
efecto paracrino de los corticoesteroides, las células de glioblastoma podrian estar
evadiendo al sistema inmune. Los corticoesteroides se utilizan habitualmente para
controlar el edema cerebral, producto de la presencia del tumor y como coadyuvante en
radioterapia. Los efectos de corticoesteroides como la dexametasona, sobre el
crecimiento de células de glioblastoma en los pacientes son controversiales. Al respecto,
varios autores han demostrado que la administracion sistémica del corticoesteroide
sintético dexametasona, interfiere en el tratamiento de GB en humanos (Wong et al.,

2015; Pitter 2016).

Mostramos aqui que las células C6 sintetizaron DOC y corticosterona, por lo tanto, las
células de GB mantienen la capacidad de sintetizar corticoesteroides, como lo
describieron Mellon et al. (1993), en las células gliales normales de rata. Estos
investigadores habian demostrado que las células gliales en la rata, tienen enzimas para

la sintesis de estos esteroides.

Las células C6 tienen un origen glial que se confirma por la expresion de marcadores
especificos como la proteina GAFP, por lo que mantendrian esa capacidad de sintetizar
corticoesteroides. De igual manera, mostramos aqui por primera vez que la linea celular
GB U87, también es capaz de sintetizar corticoesteroides, como lo haria la glia humana
normal (Yu et al., 2002. Fig. 12B). Hemos encontrado que las células C6 no sintetizan
cortisol, pero las células U87 si, este hallazgo podria estar relacionado con el origen de

la especie de las células.

54



Es interesante notar que encontramos que tanto las células C6 como las U87 sintetizan
aldosterona. La sintesis de aldosterona se ha demostrado en cerebros de rata y humanos
(Gomez-Sanchez et al., 1996; Gémez-Sanchez et al., 1996) que expresan las enzimas
requeridas para la sintesis de aldosterona. Los resultados mostraron la produccioén de
3H-DOC, en ambas lineas celulares, la cual presenta actividad mineralocorticoide,
ademas de poder biotransformarse a metabolitos posteriores a la DOC, que median la
activacion del receptor a andrégenos como se muestra en el cancer de prostata (Uemura

et al., 2010; Mostaghel, 2014).

La biotransformacion de Py tritiada en corticosterona y aldosterona en las células C6 y
U87 sugiere fuertemente la actividad de las enzimas P450 c21, P45011b, P450c11, en
células derivadas de GB. Un hallazgo interesante del presente estudio es la capacidad de
las células U87 para sintetizar alopregnanolona, este neuroesteroide es un potente
modulador positivo del receptor GABA (Hosie et al., 2006; Guennoum 2015). La
alopregnanolona también aumenta la expresion de genes implicados en la proliferacion,
protege contra la muerte celular y colabora en procesos de regeneracion de células
progenitoras neurales (Wang et al., 2005). Ademas, Zamora-Sanchez y col. (2017) han
demostrado que la alopregnanolona estimula la proliferacion de las células U87

promoviendo la expresion de varios genes involucrados en la proliferacion celular.

La sintesis de la aldosterona encontrada en nuestro estudio también es interesante, ya
que ademas de su papel en la hemodinamica, varios autores han informado la capacidad
de este mineralocorticoide de promover la angiogénesis (Stier, 2010). Por lo tanto, la
sintesis de aldosterona podria contribuir al crecimiento del tumor promoviendo

indirectamente la neovascularizacion.
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10.6 Inhibiciéon de corticoesteroides y derivados de la progesterona por la

dutasterida en células U87 (TLC)

Encontramos productos como la alotetrahidrodesoxicorticosterona, el metabolito
producido a partir de la DOC por la actividad de la Sa-reductasa y la 3a0-HSD. La
sintesis de THDOC se redujo, de manera similar a como disminuy6 el androgeno
androsterona, cuando se incubaron con dutasterida, esto sugiere la fuerte actividad de
las enzimas mencionadas, en la sintesis de la linea celular de GB. La funcion de estos
metabolitos en el cerebro ain no se comprende completamente. Estos hallazgos
postulan que este inhibidor podria tener un papel en el control de GB. Por otro lado la
dutasterida probablemente inhibié la actividad de otras enzimas involucradas en la

sintesis de corticoesteroides, ya que la producciéon de aldosterona también disminuyo.

10.7 Sintesis de neuroesteroides de manera constitutiva por la linea celular U87

(UPLC/MS?)

Otro de los datos mas interesantes que obtuvimos en este estudio, fue cuando incubamos
células U87 sin ningln precursor, observamos que células biotransformaron
neuroesteroides, tanto esteroides sexuales, como los derivados de la progesterona y
corticoesteroides. Los resultados nos describen la capacidad de estas células de
sintetizar neuroesteroides, a partir de su propio colesterol. También nos confirmaron lo
que veniamos observando desde los resultados con TLC, en cuanto al metabolismo de
los androgenos, pues se detectdo DHEA y adiol, productos de la via 5 delta. Este dato
nos ofrece una hipdtesis de como estds células tienen vias de sintesis alternas y/o
complementarias de esteroides para asegurar su abastecimiento, tal como ocurre en el
cancer de prostata, donde se abastecen de andrdégenos atin bloqueando la via preferente
de androgenos (Khera et al., 2014). Sin embargo, en lo que respecta a los
corticoesteroides y derivados de progesterona, no alcanzamos a ver los productos finales

de la ruta de sintesis, esto podria deberse al poco sustrato generado por la propia célula.
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10.8 Sintesis de neuroesteroides por linea celular U87 con precursor Ay o Py

(UPLC/MS?)

Al agregar el precursor androstenediona al medio de cultivo de células U87, detectamos
la sintesis de androgenos y estrégenos que son producto de la ruta cléasica, los que
utilizan como sustrato a este esteroide, pero ademas encontramos hormonas de la ruta
delta 5, como el adiol y DHEA, este evento lo habiamos encontrado pero sélo cuando el
precursor fue colesterol. Ademas, se pudieron detectar tanto la progesterona como sus
metabolitos. Es de notar que, si bien los derivados de progesterona no son los
predominantes en estos resultados, no se puede soslayar que hayan sido detectados a
partir de un precursor androgénico, sugiriendo que la célula utiliza una via alterna

conocida como la “puerta trasera”.

El descubrimiento de la llamada "puerta trasera" en la sintesis de esteroides (Kamrath et
al., 2012), Una ruta alterna a la "clasica" sobre la sintesis de hormonas esteroides, da
una perspectiva en relacion con el hecho de que, desde la via de los corticoesteroides y
la de los esteroides sexuales, en especial los androgenos, se podrian dar conversiones
inversas (Pretorius et al., 2017). Esta informaion nos hace suponer que los productos de
Sa-reductasa, son posibles sustratos de androgenos o estrogenos, ya sea a través de los
derivados de la progesterona, o de la misma testosterona, un ejemplo de esto es la
androstanediona (Ishikawa et al., 2006 et al; Kamrath et al., 2012). La linea celular U87
sintetiza metabolitos derivados de la actividad de la actividad So-reductasa a partir de
Ay, por ejemplo, primero se convierte en androstanediona y luego a androsterona por la
actividad de 3a-HSD. Este particular neuroesteroide la androsterona parece tener un

papel importante en los procesos de estrés (Servatius et al., 2016).

Cuando el precursor fue progesterona, interesantemente detectamos esteroides sexuales
pero s6lo de la via delta 4, la via preferente de los androgenos mas potentes (Khera et
al., 2014). Encontramos la mayoria de corticoesteroides y de los productos finales de la
ruta de sintesis de derivados de la progesterona, tales como la alopregnanolona y la
THDOC, neuroesteroides importantes en el desarrollo de tumores (Zamora-Sanchez et

al., 2017; Uemura et al., 2010).
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Capitulo 11. Conclusion

Este estudio muestra la amplia capacidad de lineas celulares C6 y U87 para sintetizar
neuroesteroides; esteroides sexuales, corticoesteroides y derivados de progesterona con
precursores tritiados para su deteccion, con una abundancia de andrégenos. Las células
U87 pueden sintetizar neuroesteroides sin la necesidad de agregar un precursor
esteroideo. Se evidenci6 la eficacia de los inhibidores de la So-reductasa finasterida y
dutasterida para reducir significativamente la sintesis de metabolitos androgénicos y
estrogenos, en la linea celular U87. Ademads, la dutasterida bloque6 la accion Sa-
reductasa sobre la via de los corticoesteroides y derivados de progesterona. En las vias
de sintesis de androgenos, corticoesteroides y derivados de progesterona la inhibicion
producida por la dutasterida afectd la sintesis de los metabolitos, dejando a la enzima
30-HSD sin sustrato, lo cual redujo la sintesis de sus productos. Estos metabolitos
pueden jugar un papel importante en el mantenimiento y la progresion de tumores, ya
sea en su proliferacion, diferenciacion o en los procesos angiogénicos que acompaian a
la mayoria de los tumores. Por lo tanto, el uso de estos inhibidores puede ser una
herramienta potencial para controlar las importantes vias metabdlicas, que utilizan las
células derivadas de glioblastoma y privarlas asi de hormonas importantes para su

proliferacion.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Glioblastoma (GBM] is the most aggressive local brain tumor and effective treatments are lacking. Many studies

Glioblastoma have proposed an important participation of steroid hormones in the development of gliomas. Evidence was

Steroids synthesis pravided by statistics analysis where the incidence in adult population is 50% higher in men than in women.

Eimm’;‘te'iii Female patients have a better prognosis for survival compared to male patients with GBM. Also, the expression of
ul o el

receptors to estrogen, progesterone and androgens in glioma cell lines and tumor biopsies, and glucocorticoid
receptors in GBM cell lines had been reported. Here we have investigated the effect of the pharmacological
inhibition of 5-a reductases on the capacity of GBM derived cell lines Co (rat) and U87 (human) to synthesize
neurosteroids. As the knowledge of the pathways used to synthesize neurosteroids by GBM derived cells was
incomplete, we have investigated the synthesis of these steroids by Cb and U87 cells using tritiated precursors
and thin layer chromatography (TLC). Increasing concentrations of finasteride and dutasteride were added to
U87 culture media that was collected after 24 and 48 h. The results of the study showed that C6 cells incubated
with *H-cholesterol yielded dihydroandrosterone, hydroxytestosterone, androstenediol, androstenedione and
estriol, while U87 cells also synthesized progesterone, and androstanedione. Incubation with *H-androstene-
dione or *H-testosterone mainly yielded dihydrotestosterone, androsterone, dihydroandrosterone, hydro-
xytestosterone, and estradiol in both lines. To note, we showed here for the first time that U87 cells synthesize
corticosteroids. Addition of finasteride or dutasteride to U87 cells reduced androgen and estrogen synthesis.
Dutasteride also decreased the synthesis of dihydrocorticosterone and allotetrahydrodesoxycorticosterone while
deoxycorticosterone was accumulated. In summary, both GBM cell lines synthesize numerous neurosteroids,
including 5-a reductase products and 3a-HSD pathways that were inhibited by finasteride and dutasteride.
These inhibitors may be considered as tools to control neurosteroid synthesis of potential relevance for GBM
survival.

1. Introduction radiotherapy and chemotherapy, mainly with temozolamide (TMZ).

Unfortunately, the prognosis of patient survival is unfavorable because

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive local brain tumor. The
World Health Organization (WHO) classified GBM grade IV based on
morphological criteria that determine the cell lineage [1], based on
molecular features: isotrate dehydrogenase wild type (IDH about 90%
of cases), that corresponds frequently with the clinically defined pri-
mary or de nove glioblastoma, and predominates in patients over
55 years of age; GBM IDH-mutant (about 10% of cases), corresponds to
so called secondary glioblastoma with a history of prior lower grade
diffuse glioma and preferentially arises in younger [2]. The treatments
for those types of neoplasms consist in surgery for tumor ablation,
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of frequent recurrences.

Many studies have proposed an important participation of steroid
hormones in the development of gliomas [3]. A first evidence was
provided by statistics analysis from the United States of America, where
the incidence in adult population is 50% higher in men than in women
[4,5]. Female patients have a better prognosis for survival compared to
male patients with GBM, but this prognosis is reduced in women after
menopause [6]. Likewise, the expression of receptors to estrogen, pro-
gesterone and androgens in glioma cell lines and tumor biopsies, and
glucocorticoid receptors in GBM cell lines had been reported [7-10].
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It has been shown that the central nervous system (CNS) expresses
most of the synthetizing enzymes or modifiers of steroids; the presence
of most enzymes involved in the steroid synthesis has been documented
in the rat brain and in regions of the human brain [11-13]. The enzy-
matic pathways involved in neurosteroids synthesis and regulation have
been extensively studied [14]. Besides sex steroid synthesis, the rat
brain cells can produce glucocorticoids and mineralocorticoids, as
corticosterone, 11-dehydrocorticosterone and aldosterone [15,16].
Oligodendrocytes, astrocytes and neurons present steroidogenic capa-
city, but it is important to emphasize that the neurons and glial cells
have a different expression and activity of these enzymes [17].

Baulieu [18] was a pioneer in describing the CNS as a steroidogenic
tissue; he showed that steroids such as pregnenolone (P;) and DHEA
and their sulfated forms (P,S and DHEAS), were found in higher con-
centrations in the brain than in the peripheral circulation of rodents
[19]. The final products of steroidogenesis in each tissue depend on the
existence of enzymes that synthesize them as P450-cytochromes,
steroid dehydrogenases and reductases [20]. The steroids synthesized
in the brain are called neurosteroids, and active neurosteroids if they
have activity in the neural tissue [18]. Neurosteroids modulate the
inhibition of neuronal apoptosis and neurogenesis [21].

To the best of our knowledge there is not much information on the
capacity of glioblastoma cell lines to synthesize steroid hormones. A
paper related to this issue showed pregnenolone synthesis from (22R)-
22-hydroxycholesterol in C6 cell mitochondria by a mechanism blocked
by aminoglutethimide [22]. The same authors confirmed the presence
of cytochrome P-450 cholesterol side-chain-cleavage enzyme by im-
munoblotting in C6 cell mitochondria. Interestingly, Melcangi et al.
[23] had reported that suspensions of rat glioma C6 cells and 1321 N1
human astrocytoma derived cells converted testosterone and proges-
terone into their corresponding Sa-reduced DHT and DHP. However, to
the best of our knowledge there is not information on the capacity of
GBM cells to synthesize corticosteroids.

In GBM cell lines and tumor biopsies, the expression of the ster-
oidogenic enzyme P450-aromatase (P450arom) also supports the pos-
sible participation of steroid hormones in this pathology [24,25]. The
participation of steroidogenic hormones in GBM cell proliferation has
been published. For example, an in vitro study showed that estradiol
increased the number of tumor cells by means of the estrogen receptor
[26]. On the other hand, Germéan-Casteldn et al. [27] described how
progesterone induced cell proliferation and infiltration in rats im-
planted with GBM cells. Astrocytes express estrogen receptors and these
hormones affect glial proliferation, and the production of neurotrophic
factors by these cells [28]. Another study showed that the activation of
the U87 cells androgen receptor (AR) by the ligand with the highest
affinity for this receptor, dihydrotestosterone (DHT), decreased the
signaling of the transforming growth factor § (TGF P) receptor that
consequently caused inhibition of the growth of the tumor and an in-
crement in apoptosis [29].

We like to call the attention on a particular enzyme, Sa-reductase,
with its three isoforms, L, II and III, which have the capacity to reduce
androgens, progestagens, corticoids and mineralocorticoids [30-32],
that together with 3a-hydroxysteroid dehydrogenase (3a-HSD) take
part of a relevant steroid pathway [33] (Fig. 1). This enzyme is widely
express in the prostate, therefore its blockage continue being used to
treat benign hyperplasia and prostatic cancer. Finasteride and du-
tasteride have affinity for Sa-reductases; finasteride prefers type IL, has
a pKi value of 6.44 for type I and 7.16 for type 1l and was the first one
approved to treat prostatic hyperplasia by the US Food and Drug Ad-
ministration (FDA). Dutasteride is a dual inhibitor; that has a pKi of
8.22 for type I and 8.15 for type Il a-reductase isozymes [34] and was
also approved to treat prostatic hyperplasia, thereafter it is more potent
than finasteride to inhibit a-reductase isozymes [35]. To this regard,
Sa-reductase isoforms, are also expressed in the brain, and are inhibited
in vitro by both finasteride and dutasteride [36,37,32]. Interestingly,
GBM cells express 1 and II Sareductase isoforms [38], therefore it

69

Steroids 155 (2020) 108556

would be important to investigate if these drugs can inhibit the an-
drogen synthesis by this particular cells.

Having in mind the higher incidence of GBM in men (2:1, men vs
women) we decided to investigate the steroid pathways used by GBM
derived cells from rat C6 and human U87 to synthesize neurosteroids
including androgen, estrogens and corticosteroids, a knowledge that
allowed us to investigate the possibility of blocking that synthesis with
enzyme inhibitors as finasteride and dutasteride.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

Glioblastoma derived cells C6 (rat) or U87 (human) purchased from
American Cell Culture Collection, ATTC, were seeded at 5-10* in 24
wells microplates and cultured in DMEM/F12 or DMEM high glucose
respectively (GIBCO BRL) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS, GIBCO BRL), 2 mM glutamine (Sigma), and 100 units-ug peni-
cillin-streptomycin (GIBCO BRL), and maintained at 37 °C in 95% air,
5% COz until reached a 70% confluence. For the experiments, complete
medium was removed and the cells were washed with phosphate—-
buffered-saline solution, pH 7.2 (PBS). Thereafter, media without FBS
was added and the cells cultured for different periods in the presence of
0.1 to 0.2 uCi, 1.8 nM/m1 *H-Progesterone (1,2, 6, 7-*H progesterone
93.0 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech), or *H-Cholesterol
(1,2-°H Cholesterol 47.9 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) or
H-androstenedione (1, 2, 6, 7-°H androstenedione, 84.2 Ci/mmol,
Perkin Elmer, Boston, MA, USA), or *H-dehydroepiandrosterone (1, 2,
6, 7-*H DHEA, 94.5 Ci/mmol, new Products, MS, Dupont Boston, MA,
USA) or 3H-Testosterone (1,2,6,7 H-Testosterone 95.1 Ci/mmol). Cell
line U87 were cultured in the presence of different concentrations 0.5, 1
and 5 uM of finasteride or dutasteride (Sigma Aldrich) dissolved in
medium plus DMSO, or only the vehicles. Blanks containing the culture
media plus the tritiated precursors were simultaneously incubated. At
the end of the experiments, culture media were recovered, mixed with
5 ml of ethyl ether anhydrous and immediately frozen. The organic
phase was transferred to new vials and evaporated to dryness. The
samples were reconstituted in 60 pl of absolute ethanol and analyzed by
thin layer chromatography (TLC).

2.2. Thin layer chromatography

Thin layer chromatography (TLC) was carried out using Silica gel 60
F254 pre-coated sheet plates (Merck, Darmstadt, Germany) as described
previously [39,40]. Aliquots of 20 pl of the ethanolic samples were
supplemented with authentic standard steroids: 5-pregnen-3f-ol-20-
one: pregnenolone (Ps), 5-pregnen-3fB, 17-diol-20-one: 17-hydro-
xypregnenolone (17-OHPs), 4-pregnen-3, 20-dione: progesterone (Pg),
4-pregnen-17-0l-3, 20-dione: 17a-hydroxyprogesterone (17-OHP,), 4-
pregnen-17, 21-diol-3, 20-dione: 11-deoxycortisol (S), 4-pregnen-21-ol-
3, 20-dione: deoxycorticosterone (DOC), 4-pregnen-11f, 17, 21-triol-3,
20-dione: cortisol, 4-pregnen-11p, 21-diol-3, 20-dione: corticosterone
(B), 5-androsten-3f-0l-17-one (DHEA), 5-androsten-3f3, 17-diol: an-
drostenediol (Adiol), 4-androsten-3, 17-dione: androstenedione (A,), 4-
androsten-17p-ol-3-one: testosterone (T), 4-androsten-11§, 173-diol-3-
one: hydroxytestosterone (OHT) 1, 3, 5(10)-estratrien-3, 16a, 17-triol:
estradiol (E»), androstanedione (ASN), 1, 3, 5(10)-estratrien-3-o0l-17-on,
estrone (E,), S5a-androstan-3a-0l-17-one: androsterone (AN), Sa-an-
drostan-3c, 17p-diol: dihydroandrosterone (DHAN), 5a-androstan-3,
17-dione: androstanedione (ASN), 5o-pregnan-11p, 21-diol-3, 20-
dione: dihydrocorticosterone (DHB), 4-pregnen-11, 21-diol-3, 18, 20-
trione:  aldosterone (Aldo), Sa-androstan-17B-ol-3-one:  Dihy-
drotestosterone (DHT), Sa-pregnan-3, 20-dione, Dihydroprogesterone
(DHP),  Sa-pregnan-3a,  21-diol-20-one:  allotetrahydrodesox-
yeorticosterone (THDOC), 1, 3, 5(10)-estratrien-3, 16, 17p-triol: es-
triol (Es) (Steraloids, Wilton, NH) and 5a-pregnan-3a-ol-20-one:
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Fig. 1. Neurosteroid metabolic pathways. The synthesis starts with colesterol, P450scc cytochrome cuts the 6 carbon chain of cholesterol, pregnenolone is syn-
thesized. Enzymes involved in the synthesis: 17a-hydroxylase; 17-20 liase, 17 -hydroxysteroid dehydrogenase (17p-HSD), 3p-hydroxysteroid dehydrogenase (3p-
HSD), 3a-hydroxysteroid dehydrogenase (3a-HSD), 11p-hydroxylase, 16a-hydroxylase, 18-hydroxylase, 21-hydroxylase, P450-Aromatase, Sa-reductase and al-
dosterone-synthase. Finasteride and dutasteride inhibitors of 5a-reductase [14,57,31,42].

allopregnenalone, (THP), 5-Cholesten-3f-ol: Cholesterol (Sigma Al-
drich) and further separated in a TLC system. The TLC plates were
developed in two different solvent systems dichloromethane: ethyl
acetate 8:2 v/v, or bencene:methanol 9:1 v/v for sex steroids, and to-
luene:acetone:methanol 78:20:2 v/v or benzene:acetone 50:50 v/v for
corticosteroids (Solvents were purchased from Merck, Darmstadt, Ger-
many). Steroids were detected by UV absorption after plates were ex-
posed to 10% H2S04 followed by heating at 120 "C. Regions corre-
sponding to authentic standards were cut and placed in vials containing
scintillation liquid and radioactivity was counted in a liquid scintilla-
tion spectrometer. The recovered radioactivity was estimated by com-
paring the difference between initial and final cpm. Results were ex-
pressed as the percentage of substrate transformation for each
metabolite, after the corresponding incubation periods in the presence
of the tritiated precursor. Since the recovery of the radioactivity of each
precursor was higher than 85% no corrections were made.

2.3. Statistics

Statistical analysis was performed using Prism version 5. 2010
(GraphPad Software Inc.). Data are presented as means = SE.
Probability values of p < 0.05 were considered to be significant.
Normality was investigated using the Kolmogorov Smirnov Test.
ANOVA followed by Dunn’s post-hoc comparison test was used to in-
vestigate statistical differences between control and groups. The ex-
periments were repeated at least three times.
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3. Results
3.1. Steroid metabolism in C6 cells

Data in Fig. 2A shows the transformation of *H-Cholesterol pre-
cursor to tritiated metabolites by C6 cells after 24 and 48 h of in-
cubation, metabolites as As T and DHAN were found, also 17-OHPs,
Adiol, OHT and Estriol were yielded after 24 h incubation with *H-
Cholesterol. Notice that the androgens DHAN, OHT, A, and Adiol were
synthesized in abundance by C6 cells; in smaller quantities we found
testosterone, P5, 17-OHP5 and ASN, and in addition the weak estrogen
E,.

In the other hand, the incubation of Cé cells with SH'Aq (Fig. 2B)
yielded several androgens as T, DHT, DHAN, ASN, AN, OHT, and also
the most potent estrogen, E. It should be noted that T, DHAN, OHT and
E; synthesis increased after 48 h of culture.

Dihydrotestosterone was the most abundant metabolite found when
the C6 cells where incubated in the presence of *H-Testosterone
(Fig. 2C). The synthesis of this potent androgen increased as the culture
progressed. The cells also yielded small quantities of A; and DHAN. The
synthesis of AN, ASN and E, also increased after 48 h of culture.

The transformation of P4 to other metabolites as 17-OHP,, S, B,
DHB and DOC was also detected, the synthesis of these metabolites
increased after 48 h of culture Figure (Figure D). Aldo, THP, DHP were
also synthesized, however no changes were observed afterwards.
Cortisol synthesis was undetectable.

The tritiated metabolites synthesized by C6 cells when exposed to
the precursor *H-DHEA were examined after 24 and 48 h of incubation.
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Fig. 2. C6 cells transform different tritiated precursors to sex steroids and corticosteroids metabolites. 2A, Cells incubated with *H-cholesterol. 2B, EH—A4, 2C, *H-

testosterone and 2D, 3l-[-Progesterone. Y-axis shows percentage of transformation, and the X-axis the sex steroid or corticosteroid metabolites found. Mean *

SEM.

Solvent systems: Dichloromethane: ethyl acetate (75:25 and 80:20) v: v for A, B and C and toluene, acetone methanol (78:20:2) v:v for D.

After 24 h in culture the cells mainly synthesized the androgens A;, T
and E, (Porcent of transformation: 153 + 1.2,5.2 + 0.6,7.8 + 1.3
respectively). The synthesis of T was doubled by 48 h (12.2 = 1.1).
Other metabolites as AN, DHAN and ASN were also synthesized al-
though in less quantity (2% on average).

3.2. Steroid metabolism by U87 cell line

Data in Fig. 3A shows the transformation of *H-Cholesterol pre-
cursor to tritiated metabolites by U87 cells after 24 and 48 h of in-
cubation. Progesterone was the most abundant metabolite, but Py, 17-
OHP,, small quantities of 17-OHP5 and OHT were also detected.
Moreover, testosterone, ASN and DHAN were synthesized in small
quantities.

The incubation of U87 cells with 3H-A4 yielded testosterone and AN
as the most abundant metabolites (Fig. 3B). Lower quantities of other
metabolites as DHAN, DHT and OHT were found, likewise small
quantities of E; and ASN. The incubation of U87 cells with tritriated
testosterone yielded small quantities of Ay, DHT, DHAN and AN
(Fig. 3C).

To investigate if U87 cells have the ability to synthesize corticos-
teroids and progesterone derivates, we have incubated them with *H-P,,
as the steroid precursor. Fig. 3D shows the transformation of tritiated
progesterone to corticosteroid metabolites. Aldo and THDOC were the
most abundant metabolites, but also OH-P,, DOC, THP, DHB, corti-
costerone and cortisol were found.

3.3. Finasteride inhibits the synthesis of 5a-reductase androgenic derivatives
from *H-Androstenedione

The U87 cells were incubated for 48 h with *H-A, and different
concentrations of the 5Sa-reductase inhibitor finasteride. Testosterone
concentration was not statistically modified by the drug, although a
trend towards accumulation of this steroid was observed. Finasteride
concentrations at 0.5 to 5 uM significantly reduced several steroids
derived from ®H-A, as DHT, DHAN, AN, ASN, OHT and even E,.
(Fig. 4); the effect of the inhibitor was concentration-related.

3.4. Dutasteride inhibits the synthesis of 5a-reductase androgenic
derivatives from *H-Androstenedione

The presence of dutasteride for 48 h in the culture media of U87
cells significantly decreased the synthesis of androgenic and estrogenic
metabolites (Fig. 5). Tritiated testosterone showed a trend to accumu-
late in cells that were incubated with dutasteride. Note that the
synthesis of DHT, DHAN, and AN, ASN, OHT and E, was significantly
inhibited even with the smaller concentration of the drug; the effect of
the inhibitor was concentration-related. Androsterone was again the
most abundant metabolite found and dutasteride outstandingly de-
creased its synthesis.

3.5. Dutasteride inhibits the synthesis of Sa-reductase androgenic
derivatives from *H-Progesterone

Since the inhibitory spectrum of dutatsteride on Sa-reductase
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Fig. 3. U87 cells transform different tritiated precursors to sex steroids (A,B and C) and corticosteroids (D). 4A, *H-Cholesterol. 4B, *H-A,. 4C, *H-testosterone and
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Fig. 4. Finasteride inhibits U87 cell steroidogenesis. The cells were incubated
for 48 h with *H-A4 as the precursor, with or without different finasteride
concentrations. The Y-axis shows percentage of transformation, and the X-axis
the metabolites found. Mean + SEM**P < 0.01,* **P < 0.001 control vs
finasteride 0.5, 1 and 5 pM. Solvent system: dichloromethane, ethyl acetate
(80:20) v: v.

isoforms was broader than that of finasteride, we expanded our re-
search to the former compound which also has a greater pKi compared
to finasteride. Fig. 6 shows the androgenic steroids derived from H-P,
found in the culture media of U87 cells after 48 h in the presence or
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Fig. 5. Dutasteride inhibits U87 cell steroidogenesis. The cells were incubated
for 48 h with *H-A, as the precursor, with and without different dutasteride
concentrations. The Y-axis shows the percentage of transformation, and the X-
axis the metabolites found. Mean = SEM ** P < 0.01, ** * P < 0.001
control vs dutasteride 0.5, 1 and 5 uM. Solvent system: dichloromethane, ethyl
acetate (80:20) v: v.

absence of dutasteride. Tritiated testosterone showed a trend to accu-
mulate significantly in all concentrations of dutasteride. It should be
noted that the synthesis of OHT, DHT, DHAN, AN and estriol, was
significantly inhibited even from the smaller concentration of the drug;
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Fig. 6. Sex steroid synthesis by U87 cells incubated for 48 h with *H-P, as the
precursor, with or without different dutasteride concentration. The Y-axis
shows percentage of transformation, and the X-axis the metabolites found.
Mean + SEM* *P < 0.01, ** *P < 0.001 control vs dutasteride 0.5, 1 and
5 uM. Solvent system: dichloromethane, ethyl acetate (80:20) v: v.

the effect of the inhibitor was concentration-related.

3.6. Dutasteride inhibits the synthesis of corticosteroids by U87 cells
incubated with *H -Progesterone

Dutasteride concentrations of 0.5 to 5 uM significantly reduced
Aldo, THDOC and DHB synthesis (Fig. 7). Deoxycorticosterone was
remarkably accumulated after incubation with dutatasteride; although
its synthesis was much lower, corticosterone accumulation was also
observed.

4. Discussion

The synthesis of steroids resulting from the incubation of rat derived
C6 cells with *H-cholesterol found in our study confirmed that C6 cells
synthesize P5 but in addition we show for the first time the main steps
of the metabolic pathway that leads to androgen synthesis. To note, the
Adiol synthesis by these cells indicate that the delta 5 pathway is active.
Interestingly, we also found here the synthesis of other androgen

Comrol
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Fig. 7. Dutasteride inhibits U87 corticosteroid synthesis by U87 cells. Cells
were incubated for 48 h with *H-P, as the precursor, with and without different
dutasteride concentrations. The Y-axis shows percentage of transformation, and
the X-axis the metabolites found. Mean = SEM*P < 0.05* *P < 0.01,***
P < 0.001 control vs dutasteride 0.5, 1 and 5 uM. Solvent system: toluene,
acetone, methanol (78:20:2) v: v.
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derivatives as DHAN that is a product of Sa-reductase activity, AN
product of 3a-HSD, and another as OHT, metabolized by 11B-hydro-
xylase. OHT and dihydrodeoxicorticosterone (DHDOC) may also be
converted to downstream metabolites that mediate AR activation in
prostate cancer [41-44].

On the other hand, as expected, when the route was shortened using
tritiated A4 or T as a precursor, the synthesis of DHT and OHT increased
suggesting a significant 5a-reductase and 11f-hidroxylase activity. The
synthesis of the neurosteroid androsterone by C6 and U87 cells had not
been previously reported and suggest the activity of 3a-HSD. Although
metabolites such as DHT and estradiol were synthesized in lower per-
centages compared to testosterone or androsterone, it should be con-
sidered that those steroids have a higher affinity for their respective
receptors. It should be emphasized that the production of androgens
from *H-DHEA found in this study indicates that C6 cells can also
synthesize androgens by the A5 steroidogenic pathway.

The U87 GBM derived cell steroid synthesis capacity is less known.
We found that they behaved similarly to C6 cells in relation to sex
steroid synthesis. The U87 cell’s capacity to produce androgens from
cholesterol, suggests they have the enzymes P450-scc, and 17a-hy-
droxylase, necessary to synthesize these steroids. The production of
neurosteroids like androsterone, androstanedione, and androstenedione
had not been previously investigated in C6 or U87 cells. These mole-
cules are also androgens and interact with the androgen receptor and
therefore could have a role in GBM development.

As reported earlier androgens may be transformed to estrogens in
activated glial cells through the action of P450-aromatase, an enzyme
that is present in those cells [22]. We show here that C6 rat derived
cells can convert androgens like A4 to estrogens, thus indorsing pre-
vious data from Yague et al. [25] that showed the expression of this
enzyme in the cell line, the same authors had shown that GBM cell lines,
human T98G and U373MG also express aromatase and the activity of
aromatase measured by the tritiated water release [45]. Our findings in
U87 cells indicate that the enzyme may be actively synthesizing es-
trogens probably using self-produced androgens as precursors.

Androgens seem to facilitate GBM development [29] therefore, it
was important to know if the Sa-reductase inhibitors used to treat
prostate cancer (for a review see [46,35] can block androgen synthesis
by these cells. The significant decrease of DHT and other 5a-reductase
androgenic derivative synthesis found after finasteride or dutasteteride
addition to the culture media, strongly suggests that U87 cells have 5a-
reductases that respond to this compound decreasing the synthesis of
potent androgens.

The blockade of these enzymes could be employed as a therapeutic
tool to control GBM development. The estradiol and estriol synthesis
also was significantly inhibited by dutasteride, a fact that could be
explained by previous works that demonstrated that the estradiol
synthesis could be independent of testosterone, using Sa-reductase
metabolites [47]. As estradiol have been shown to participate in GBM
development, the effect of dutasteride on U87 cells could be a plus in
the tumor treatment.

To note, our study show for the first time that C6 and U87 cells
produce corticosteroids. This is interesting since it is well known that
corticosteroids decrease the immune response, therefore, through the
paracrine effect of corticosteroids, glioblastoma cells might evade the
immune system. Corticosteroids are commonly used to control perio-
perative cerebral edema and as adjuvant in radiotherapy. The effects of
corticosteroids such as dexamethasone on glioblastoma cell growth in
patients remains controversial. To this regard, several authors had
shown that the systemic administration of the synthetic corticosteroid
dexamethasone, interferes on human GBM treatment [48,49]. We show
here for the first time that C6 cells synthesized *H-DOC and corticos-
terone, therefore it looks like GBM cells maintain the capacity to syn-
thesize corticosteroids described in normal glial cells by Mellon et al.
[11] who had demonstrated that glial cells have enzymes for these
steroid synthesis in the rat. C6 cells have a glial origin that is confirmed
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by the expression of specific markers as GAFP, therefore they could
maintain the ability to synthesize corticosteroids. Likewise, we show
here for the first time that GBM cell line U87 is also able to synthesize
corticosteroids as the normal human glia does (Fig. 3D). We have found
that C6 cells did not synthesize cortisol, but U87 cells did, this intri-
guing finding could be related to the species origin of the cells. It is
interesting to note that we found that both C6 and U87 cells synthesize
aldosterone. The synthesis of aldosterone has been demonstrated in
both rat and human brains [15,16] where the enzymes required for
aldosterone synthesis from cholesterol are expressed. To note, both cell
lines synthesize *H-DOC, which besides its mineralocorticoid activity,
may also be converted to downstream metabolites that mediate AR
activation as shown in prostate cancer [41,44].

The transformation of tritiated P, to corticosterone and aldosterone
in C6 cells strongly suggest the activity of P450 21, P45011b, P450c11
enzymes in the GBM derived cells. An interesting finding of the present
study is the ability of U87 cells to synthesized allopregnanolone be-
cause this neurosteroid is a potent endogenous positive modulator of
the GABAx receptor [50,51]. Allopregnanolone also increases the ex-
pression of genes involved in proliferation, protection against cell death
and regeneration in neural progenitor cells [52]. In addition, Zamora-
Sanchez et al. [38] have shown that allopregnanolone increases U87
cell proliferation and promotes the expression of several genes involved
in cell proliferation. The aldosterone synthesis found in our study is also
interesting, since besides its role in hemodynamics, several authors
reported that this mineralocorticoid enhances angiogenesis through the
release of stimulating factors related to this function [53]. Therefore,
aldosterone synthesis by the tumor might contribute to its growth.

The discovery of a so called “back door” in steroid synthesis [54],
suggests that androgens could be also synthesized from corticosteroids,
and add more pathways devoted to synthesize hormones ultimately
important for the growth of GBM. The participation of an alternate
route to the “classical” one on the synthesis of steroid hormones gives a
perspective in relation to the fact that from the corticosteroid pathway,
androgens can be synthesized [54,55], makes us understand the pro-
ducts of Sa-reductase as possible substrates of androgens or estrogens,
either through the progesterone derivatives, or of the same testos-
terone, an example of this is androstanedione [47,54].

U87 human cell line synthetizes metabolites derived from the ac-
tivity of 5a-reductase activity on Ay, that is first converted to andros-
tanedione and therefore to androsterone by the activity of 3a-HSD. This
particular neurosteroid seems to have an important role in stress [56].
We also found products such as allotetrahydrodesoxycorticosterone, the
metabolite produced from DOC by the activity of Sa-reductase and 3a-
HSD. The decreased synthesis of THDOC and androsterone caused by
incubation with dutasteride found in our study strongly suggests that
these enzymes are involved in their synthesis by the GBM cell line. The
function of these metabolites in brain are not yet completely under-
stood. To note, the addition of dutasteride to U87 cells inhibited the
synthesis of AN, DHAN and THDOC, products of 3a-HSD. This data
further remarks the important role this inhibitor could have in the
control of GBM. Dutasteride probably inhibited other enzymes involved
in corticosteroid synthesis because aldosterone production was also
decreased.

In summary, this study indicates that C6 and U87 cell lines have the
capacity to synthesize several key neurosteroids as sex steroids meta-
bolites and corticosteroids, with a remarkable abundance of androgens,
and that 5-a reductase inhibitors finasteride and dutasteride sig-
nificantly reduced the synthesis of androgenic metabolites and deriva-
tives of progesterone. In addition, dutasteride blocked the 5a-reductase
action on the corticosteroid pathway, affecting the metabolite synth-
esis, leaving the enzyme 3a-HSD without substrate that reduced the
synthesis of its products. These metabolites might play an important
role in the maintenance and progression of the tumor, whether in its
proliferation, differentiation, or in the angiogenic processes that ac-
companies most tumors. Therefore, the use of these inhibitors may be a
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potential tool to control the metabolic pathways important for the
survival of GBM cells.
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