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Resumen 

El Glioblastoma (GB) es el tumor primario cerebral más agresivo. Su incidencia es 

mayor en hombres que en mujeres, lo que sugiere que las hormonas esteroides sexuales 

podrían estar involucradas en su desarrollo. Sin embargo, la información sobre el GB 

como tejido esteroidogénico no es abundante. El objetivo de este estudio fue investigar 

la capacidad de las líneas celulares de GB, C6 (rata) y U87 (humano) para sintetizar 

neuroesteroides y el efecto de los inhibidores de la 5α-reductasa en la esteroidogénesis 

en células U87. Las líneas celulares de GB se incubaron con los precursores tritiados: 
3H-Colesterol, 3H-Progesterona, 3H-Dehidro-epiandrosterona, 3H- Androstenediona o 
3H-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 cromatografía en capa fina (TLC), la que posteriormente se 

analizó 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 cromatografía líquida de ultra resolución, acoplada a un espectrómetro de 

masas (UPLC/MS2). Los resultados mostraron que las células C6 incubadas con 3H-

Colesterol sintetizaron principalmente: dihidroandrosterona, hidroxitestosterona, 

androstendiol y androstenediona. Células U87 incubadas con 3H-progesterona 

sintetizaron; hidroxitestosterona, androstanediona y androstenediona. La incubación 

con, 3H- androstenediona o 3H-testosterona produjo los mismos metabolitos en estas 

células que en las C6, como dihidrotestosterona, androsterona, dihidroandrosterona y 

androstanediona. Finasterida y dutasterida redujeron significativamente la síntesis de 

andrógenos y estrógenos en células U87. Además las células U87 mostraron la 

capacidad de sintetizar corticoesteroides. La Dutasterida disminuyó la síntesis de 

aldosterona, dihidrocorticosterona y alotetradehidrodeoxicorticosterona a partir de 3H-

progesterona, mientras que la desoxicorticosterona se acumuló significativamente. Los 

resultados de la UPLC/MS2 mostraron una producción constitutiva de neuroesteroides, 

es decir; sin la necesidad de un precursor y con precursores se observó la síntesis de la 

mayoría de los andrógenos, estrógenos, corticoesteroides y derivados de progesterona, 

principalmente cuando se incubaron con progesterona.  
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En resumen, ambas líneas celulares de de GB tienen la capacidad de sintetizar 

neuroesteroides, incluidos los productos de la 5α-reductasa y 3α-HSD, que fueron 

inhibidos significativamente por la Finasterida y la Dutasterida. La administración de 

estos inhibidores puede ser una herramienta para controlar las vías metabólicas 

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 5α-

reductase inhibitors on U87 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 / MS2).  

Results showed that C6 cells incubated with cholesterol mainly synthesized: 

dihydroandrosterone, hydroxytestosterone, androstendiol and androstenedione. U87 

cells incubated with 3H-cholesterol synthesized progesterone, hydroxytestosterone, 

androstanedione and androstenedione. Incubation with 3H-androstenedione or 3H-

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 3H-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-α reductase and 3α-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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Capítulo 1. Generalidades sobre los gliomas 

1.1 Los gliomas 

Los gliomas son los tumores primarios más frecuentes del cerebro en humanos, 

representan aproximadamente un 70% de los tumores intracraneales. La Organización 

Mundial para la Salud (OMS) clasifica a los gliomas con base en criterios morfológicos 

y moleculares que determinan el linaje celular, su grado de agresividad y pronóstico a 

largo plazo, los grados de malignidad van del grado 1 al 4, siendo el grado cuatro el de 

mayor peligro y peor pronóstico. De acuerdo con la estirpe celular de origen es cómo 

adquieren su nombre, es decir; astrocitoma deriva de un astrocito, oligodendroglioma de 

oligodendrocito y si la estirpe celular es ependimal se nombrará: 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 comunicación intercelular, a 

través de impulsos a otras neuronas. Las neuronas están rodeadas y apoyadas por un 

grupo de células que comprenden: 1. Astrocitos 2. Oligodendrocitos, 3. Microglía y 4. 

Células ependimarias que en conjunto conforman la neuroglia. Estas células se encargan 

de brindar soporte, aislamiento, nutrición y defensa a las neuronas, manteniendo la 

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

Los astrocitos son llamados así por tener una forma de estrella, están estrechamente 

relacionados con las neuronas y son las células mayoritarias en el SNC, sus principales 

funciones son, dar soporte y límite estructural a las neuronas, formar parte de la barrera 

hematoencefálica, participar en la regulación de iones y neurotransmisores en el espacio 

extracelular, además intervienen en la sinapsis y la neurogénesis. También secretando 

factores y formado una cicatriz cuando hay daño en el cerebro, fenómeno que se 

denomina gliosis (Fiels & Stevens 2002).  
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Los oligodendrocitos son los encargados de producir las vainas de mielina de los axones 

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

La microglía es la encargada de fagocitar restos celulares y activar respuestas 

inflamatorias, las células ependimarias con apariencia cilíndrica revisten los ventrículos 

en el cerebro, las funciones primordiales son contribuir a la formación de líquido 

cefalorraquídeo, además de facilitar el movimiento e intercambio de dicho líquido 

(Barrett et al., 2010). 

 

Figura 1. Células del sistema nervioso central. Se muestran: Neurona, astrocito, oligodendrocito, 

microglía y célula ependimal. Extraído de Tortora & Derrickson, 2013. 
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1.3 Los Astrocitomas  

Los astrocitomas son los tumores que con mayor frecuencia se diagnostican, se 

clasifican dependiendo del grado de malignidad y pronóstico, en grados del I al IV: I. 

Astrocitoma pilocítico, II. Astrocitoma difuso, III Astrocitoma anaplásico y IV 

Glioblastoma (GB). El grado IV se caracteriza por presentar una alta tasa de 

proliferación celular, inducir neovascularización, alta capacidad de infiltración y 

presentar  áreas necróticas, el pronóstico generalmente es malo ya que se presentan 

constantes recidivas y resistencia a los tratamientos (Ricard et al., 2012). 

1.4 El Glioblastoma (GB) 

Los glioblastomas son astrocitomas con mayor grado de malignidad y se presentan con 

más frecuencia. Sus características histopatológicas incluyen: polimorfismo celular, 

atipia nuclear, actividad mitótica, capacidad para generar angiogénesis y necrosis. Las 

características principales para la identificación histológica de este tumor es la presencia 

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

Dentro de la clasificación 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 lesión previa, en cambio cuando es secundario se 

propone que evolucionó de grados menores hasta convertirse en grado IV (Louis et al., 

2016). 
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1.5 Biomarcadores en los Glioblastomas 

Los avances en biología molecular permiten complementar la clasificación basada en la 

histología de los glioblastomas, con biomarcadores que hacen posible distinguir su 

estirpe celular, cómo la proteína fibrilar acídica de la glía (GFAP), factor de 

transcripción de oligodendrocitos (Olig2) (Huang et al., 2010) o su pronóstico de 

malignidad: antígeno de proliferación Ki-67, Vimentina (VIM), los antígenos asociados 

a tumores CD-133 y CD-15, el antígeno A2B5 para la transformación de células 

precursoras de astrocitos (Amhed et al., 2013), además de las mutaciones en la enzima 

isocitrato deshidrogenasa (IDH) y O6- metil guanina metil transferasa (MGMT) ambas 

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

La OMS ha agregado a la IDH como marcador para las características 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 años, en su forma mutada aparece en 

10% de los casos en los tumores llamados GB secundarios en individuos más jóvenes 

(Louis et al., 2016). 

1.6 Tratamiento para los Glioblastomas  

Los tratamientos para este tipo de neoplasias consisten principalmente en: la cirugía 

para extirpar el tumor, la resección del tumor por lo regular a un 90 %, la radioterapia y 

la quimioterapia; siendo la Temozolamida (TMZ) el tratamiento farmacológico que se 

ha utilizado principalmente. El Glioblastoma presenta frecuentemente resistencia al 

fármaco TMZ y desafortunadamente el pronóstico de supervivencia de los pacientes es 

poco favorable, pues presentan constantes recidivas (Ricard et al., 2012).  
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1.7 Epidemiología de los Glioblastomas 

Datos correspondientes a Estados Unidos de América muestran que la población más 

afectada son adultos de entre los 45 a 85 años de edad, donde el 85 % se encuentra en 

las edades de 55-85 años (Daga et al., 2011). El sexo masculino es el que se ve más 

afectado, con una mayor prevalencia, en una relación 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 información es escasa, sin embargo, la Secretaria de Salud Nacional 

reportó 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 información de Ostrom et al., 2014. 
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Capítulo 2. Glioblastoma y su relación con las hormonas esteroideas 

2.1 Diferencias entre hombres y mujeres respecto al glioblastoma 

En la literatura encontramos información que pone en perspectiva la relación, desarrollo 

y/o evolución 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 población adulta en Estados Unidos de Norteamérica, es 

un 50% más 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 pronóstico de sobrevivencia en comparación con los 

hombres, sin embargo, este mejor pronóstico 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 expresión de receptores a hormonas esteroideas y de 

enzimas de esteroidogénesis en gliomas por ejemplo: se ha reportado la expresión de 

receptores a estrógenos (Gandhari et al., 2010), progesterona y andrógenos en líneas 

celulares de gliomas y biopsias de tumores (González-Agüero et al., 2001; Chang et al., 

2014), además de receptores a glucocorticoides en líneas celulares (Yin et al., 2013).  

La expresión de la enzima esteroidogénica, P450- aromatasa (P450 arom) en líneas 

celulares de gliomas y de biopsias de tumores, apoya la idea de la posible participación 

de las hormonas esteroideas en esta patología (Yague et al., 2004; Dueñas Jiménez et 

al., 2014). Además se ha reportado la expresión de la enzima 5α-reductasa en la línea 

celular U87 de glioblastoma, enzima clave en la reducción de andrógenos (Zamora-

Sánchez et al., 2017). 
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2.3 Hormonas esteroideas y su efecto en Glioblastomas 

Se ha informado acerca de la participación de las hormonas esteroideas cómo 

estrógenos, progestágenos y andrógenos aumentando la proliferación celular tanto en 

líneas celulares de astrocitomas, como en la implantación de este tipo de tumor en 

modelos animales; por ejemplo, se demostró en un estudio in vitro, que el estradiol 

incrementaba el número de células por medio del receptor a estrógenos (González-

Arenas et al., 2011), Por otro lado, Germán-Castelán et al (2014) describen cómo la 

progesterona induce proliferación celular e infiltración en un astrocitoma implantado en 

ratas. 

Otro interesante trabajo muestra inhibición de una vía apoptótica en la línea de 

glioblastoma U87 cuando se agrega dihidrotestosterona, el andrógeno con mayor 

afinidad al receptor de andrógenos, también esta línea celular presenta alta expresión de 

receptores de andrógenos (Yu et al., 2014). Además Rodríguez-Lozano et al (2019, 

2000) mostraron cómo la testosterona y la dihidrotestosterona inducen proliferación, 

migración e invasión en líneas celulares de glioblastoma.  
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Capítulo 3. Neuroesteroides 

3.1 Descubrimiento de la síntesis de esteroides en el cerebro 

Baulieu (1994) fue el primero en proponer el término neuroesteroide, él describe al 

sistema nervioso central como un tejido esteroidogénico y demostró que esteroides 

como la pregnenolona (P5), dehidroepiandrosterona (DHEA) y sus formas sulfatadas 

P5S y DHEAS se encuentran en mayores concentraciones en el cerebro que en la 

circulación periférica de roedores, al proceder primero a medir la concentración 

sistémica y después de extirpar las gónadas y glándulas adrenales medirlos en el cerebro 

(Robel & Baulieu, 1999).   

Se ha demostrado que el SNC expresa la mayoría de las enzimas para la síntesis y 

biotransformación de los esteroides. En particular se ha documentado la presencia de 

todas las enzimas que participan en la síntesis de neuroesteroides, en el cerebro de rata y 

en regiones del cerebro humano (Mellon & Deschepper, 1993; Gómez-Sánchez et al., 

2005; Yu et al., 2002).  

3.2 Concepto de Neuroesteroide 

Es así como encontramos el concepto de neuroesteroide, siendo aquel esteroide que se 

sintetiza en células nerviosas (producción in situ), 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 ningún efecto, las funciones de los neuroesteroides se 

mencionarán en párrafos posteriores (Baulieu, 1998).  
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3.3 Las Hormonas Esteroideas 

Las hormonas esteroideas son mensajeros químicos derivados del colesterol, 

liposolubles, viajan a través del torrente sanguíneo para llegar a sus órganos diana. Para 

su transporte se asocian a proteínas plasmáticas cómo las globulinas trasportadoras de 

hormonas y en menor medida a la albúmina, de esta manera se facilitan su llegada y se 

mantiene su estabilidad en el espacio extracelular. Una vez en sus sitios de acción 

pueden ejercer sus efectos principalmente de dos maneras, la primera es la vía clásica o 

genómica, donde el ligando (la hormona) se une al receptor intracelular, los receptores 

se dimerizan y traslocan al núcleo para activar factores de transcripción. La segunda es 

la vía membranal o no clásica, donde el complejo hormona-receptor puede activar a 

segundos mensajeros. Los receptores intracelulares y membranales son proteínas con 

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

Si bien las hormonas pueden viajar lejos de la glándula excretora que las sintetiza a su 

órgano diana, también puede producir efectos in situ; 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. 

3.4  Diferencias en la síntesis 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 relación con los otros 

tipos celulares, la síntesis podría ser complementaría, es decir; los productos precursores 

podrían ser proporcionados a las otras células (Zwain & Yhen, 1999). 
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3.5 Estructura química 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 química, la molécula 

ciclopentano perhidrofenantreno, y dependiendo de los carbonos estas serán: si tienen 

21 carbonos (C21) serán pregnanos, corticoesteroides y glucocorticoides, 19 carbonos 

(C19) androstanos y si tienen 18 carbonos (C18) serán estranos (Arlt & Stewart, 2003).  

         

            

            

                

Figura 3. Estructura química del colesterol y hormonas esteroideas. A, colesterol,  B, progestágenos, C, 

andrógenos y D, estrógenos. 
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Capítulo 4. Síntesis de Neuroesteroides 

Como se mencionó, 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 vías metabólicas se 

describen a continuación y se resumen en la figura número 5. 

4.1 Inicio de la neuroesteroidogénesis  

La neuroesteroidogénesis inicia con el ingreso del colesterol a la mitocondria, que está 

regulado por la proteína StAR (por sus siglas en inglés, steroidogenic acute regulatory 

protein), la cual capta el colesterol en la membrana mitocondrial externa, ahí es 

transferido al receptor mitocondrial a benzodiacepinas (MBR, mitochondrial-type 

benzodiazepine receptor, Papadopoulos & Shane, 1995). Formándose 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 

P450scc11a1 (side chain cleavage) la cual sintetiza pregnenolona (P5). 

 

                                    

Figura 4. Inicio de la síntesis de neuroesteroides. Imagen extraída y modificada de Martín-Segura et al., 

2007. 

 

 



12 

 

4.2 Síntesis de derivados de la progesterona, corticoesteroides, gluco-

corticoides y mineralocorticoides 

En el retículo endoplásmico la P5 puede tomar dos caminos: 1. por la acción de la 17 α-

hidroxilasa (CYP17) a 17-OH pregnanolona, y 2. Por la enzima 3ß-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (3ß-HSD) a progesterona (P4, Sanderson, 2006). La P4 por la acción de 

la 5α-reductasa se metaboliza a 5α–dihidroprogesterona (DHP)  y ésta a 

alopregnanolona (THP) por acción de la 3α - hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-

HSD), La P4 se puede trasformar por medio de la 5ß-reductasa a 5ß 

dihidroprogesterona (3ß-DHP) y esta a pregnanolona por medio de la 3α-HSD (Mellon 

& Vaudri , 2001; Radmunson et al., 2017).  

La enzima 21-hidroxilasa P450 (CYP21A2), presente en el retículo endoplásmico 

convierte P4 a 11-desoxicorticosterona (DOC). La DOC tiene dos rutas, la primera, por 

acción de la 5α-reductasa se convierte a la dihidrodeoxicorticosterona (DHDOC) y esta 

última es trasformada a alotetrahidrodesoxicorticosterona (THDOC), la segunda, la 

corticosterona (CNA) por una 5α-reductasa es convertida en dihidrocorticosterona 

(DHCNA). 

La enzima 21-hidroxilasa P450 (CYP21A2) transforma a la 17α-hidroxiprogesterona 

en 11-desoxicortisol (D-CLS) y este es biotransformado a cortisol por la 11β-

hidroxilasa, La corticosterona se convierte en 18-OH-corticosterona (OH CNA), por la 

acción 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 Síntesis de esteroides sexuales; estrógenos y andrógenos  

La enzima CYP17 (17α-hidroxilasa/C17–20 liasa) presenta una actividad dual: una 

como 17-beta- hidroxilasa; convirtiendo P5 a la 17α-hidroxipregnenolona y P4 a la 17α-

progesterona, y otra como 17,20-liasa convirtiendo a la 17α-hidroxipregnenolona en 

dehidroepiandrosterona (DHEA) y de la 17α-hidroxiprogesterona a la delta 4-

androstenediona, CYP17 17, 20 liasa es importante en la biosíntesis de esteroides 

sexuales. La DHEA es sustrato de dos enzimas, la primera 17 beta hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (17β-HSD) la cual sintetiza androstenediol (adiol), la segunda; la 3β-

HSD transforma a A4 (Miller, 2007). 

El andrógeno A4 puede tomar tres caminos, por la acción de la 17β-HSD convertirse en 

testosterona (T), por la acción de la P450-Aromatasa (CYP19A1) convertirse a estrona 

(E1) o bien por acción de la 5α-reductasa convertirse a androstanediona (ASN), este 

último sustrato de la 3α-HSD para metabolizar a la androsterona (AN, Labrie et al., 

2001). 

La testosterona puede reducirse a su metabolito más potente, la dihidrotestosterona 

(DHT) por acción de la 5α- reductasa, la DHT a su vez se metaboliza a 17-dihidro 

androsterona (DHAN) por la enzima 3α-HSD. La T puede convertirse a 11β-

hidroxitestosterona (OH-T) por acción de la 11β-hidroxilasa, también a estradiol 

(17beta-estradiol o E2) por medio de la aromatasa. La 17β-HSD convierte E1 a E2 en 

una acción reversible. Finalmente el estriol (E3) es sintetizado por una 16α-hidroxilasa 

a partir de E1 y E2 (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 metabólica descrita corresponde a la vía clásica, sin embargo recientemente se 

ha propuesto una vía complementaria capaz de metabolizar andrógenos y estrógenos 

independientes de testosterona o bien a través de derivados de la progesterona, a través 

de un juego enzimático que es llamado la puerta trasera o en inglés “back door 

pathway”.  

Las vías alternas que se sugieren en esta propuesta son, la síntesis de andrógenos a 

través de los derivados de la progesterona; la alopregnanolona a 17-OH-

alopregnanolona  y esta a androsterona. Además de un par de interesantes reacciones 

inversas, por ejemplo la conversión de androsterona a androstanediona y de 

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

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

comunes de los esteroides y las enzimas que los sintetizan. 
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Figura 5. Vía de síntesis de los neuroesteroides. Adaptada de Pinacho-García 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 síntesis son: 17α-hidroxilasa; 17-20 liasa, 17β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD), 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), 3α-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-HSD), 11β-hidroxilasa, 16α-hidroxilasa, 18-hidroxilasa, 21-

hidroxilasa, P450-Aromatasa, 5α-reductasa y aldosterona- sintasa. Inhibidores de 5α-reductasa finasterida 

y dutasterida  (Do Rego et al., 2009; Rasmusson et al., 2017; Storbeck et al., 2013. McInnes et al., 2004). 
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4.6 Vía de síntesis de esteroides sexuales: Andrógenos y estrógenos 

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

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

Colesterol Pregnenolone 17α-OH Pregnenolona Dehidroepiandrosterona Androstenediol

17α-OH Progesterona Androstenediona Testosterona

Dihidrotestosterona

Estrone Estradiol
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Figura 6. Vía de síntesis de esteroides sexuales. Adaptada de Pinacho-García et al., 2020. Las enzimas 

implicadas en la síntesis son: 17α-hidroxilasa; 17-20 liasa, 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-

HSD), 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-HSD), 

11β-hidroxilasa, 16α-hidroxilasa, P450-Aromatasa, 5α-reductasa. 
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4.7 Vía de síntesis de derivados de la progesterona, corticoesteroides, gluco-

corticoides y mineralocorticoides 

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

comunes de los esteroides, sus abreviaturas y las enzimas que los sintetizan (fig. 7) 
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Figura 7. Vías de síntesis de derivados de progesterona, corticoesteroides, glucocorticoides y 

mineralocorticoides. Adaptada de Pinacho-García et al., 2020. Las enzimas implicadas en la síntesis son: 

17α-hidroxilasa, 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3α-

HSD), 11β-hidroxilasa, 16α-hidroxilasa, 18-hidroxilasa, 21-hidroxilasa y aldosterona-sintasa. 
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Capítulo 5. La 5α-reductasa y la farmacología de sus inhibidores 

5.1 La 5α-reductasa 

La 5α-reductasa es una enzima esteroidogénica encargada de la reducción de 

metabolitos, posee tres isoformas: 5α-reductasa I, II y III. Se encuentra en el tejido 

prostático, vesículas seminales, epidídimo, folículo piloso e hígado y está ampliamente 

distribuida en el cerebro de roedores y humanos (Yamaha et al., 2010), además se 

detecta en la línea celular U87 de glioblastoma (Zamora et al., 2017). Entre los 

productos que reduce se encuentran los andrógenos, corticoesteroides, 

mineralocorticoides y derivados de la progesterona (McInnes et al., 2004). La inhibición 

de esta enzima ha sido una de las estrategias para controlar diversas patologías, por 

ejemplo la hiperplasia  prostática (Azzouni et al., 2012). 

5.2 La Finasterida y la Dutasterida 

La finasterida y la dutasterida son inhibidores competitivos de la enzima 5α-reductasa 

(5αR) y tienen una estructura esteroidea. La finasterida es un análogo sintético de la 

testosterona, actúa como inhibidor con mayor afinidad por la isoforma II de la 5α- 

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 I y 7.16 para el tipo II de la 5α- 

reductasa (Kenny et al., 1997). 

La finasterida fue el primer fármaco autorizado para tratar la hiperplasia prostática, por 

la Administración de Drogas y Alimentos de  Estados Unidos de América (FDA). La 

dutasterida es un inhibidor de las isoformas I, II y III de la 5α-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 más potente que la finasterida, para la inhibición de producción de DHT a 

dosis equivalentes. La vida media de la dutasterida es superior a la de la finasterida. 

Ambos fármacos además de ser usados en la patología de la próstata, también son 

auxiliares en el tratamiento de alopecia androgénica, pero a dosis menores (Cabeza et 

al., 2016; Füllhase & Schneider, 2016). 
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5.3 Efectos adversos de la Finaterida y la Dutasterida 

Entre los principales efectos adversos de estos fármacos encontramos los referentes a 

los temas sexuales, la disfunción eréctil en hombres, la perdida de la libido en ambos 

sexos y alteraciones en la menstruación en mujeres. También se han reportado casos de 

ansiedad, depresión y variaciones en el estado de ánimo. El porcentaje de individuos 

que presentan estos efectos fluctúa entre el 3 y 15 %, los efectos pueden persistir aún 

después de meses de haber dejado el tratamiento (Hirshburg et al., 2016). 
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Capítulo 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 genómicos, por ejemplo en el caso de los 

esteroides sexuales y glucocorticoides inducir la síntesis y/o inhibición de proteínas. O 

bien reconocer a los receptores de membrana activando segundos mensajeros, también 

activan efectos rápidos, por ejemplo modulando la actividad del recetor GABAA (Hosie 

et al., 2006; Guennoum 2015), el de glutamato tipo N metil-D-aspartato (NMDA), entre 

otros  (Schüle et al., 2014). 

6.2 Función de los esteroides sexuales 

El efecto de los esteroides sexuales es principalmente de carácter genómico, sin 

embargo en el cerebro muchos de los efectos se llevan a cabo desde la membrana 

celular. En el SNC los estrógenos participan en eventos de plasticidad neuronal y como 

neuroprotectores, también en conjunto con la glía activan los fenómenos de reparación 

de zonas dañadas (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, depresión, habilidades espacio temporales y en la conducta agresiva (Rosell & 

Siever, 2015). 

6.3 Participación de los derivados de la progesterona en diferentes patologías  

Varios estudios han evidenciado la participación que tiene la progesterona y sus 

derivados, principalmente sintetizados por la 5α-reductasa, en varias patologías como, la 

epilepsia, la esquizofrenia, el dolor, la depresión y la ansiedad. Un ejemplo es la 

alopregnanolona la cual modula al receptor GABA A, coadyuvando en aminorar los 

procesos de ansiedad, además de otras muchas interacciones (Callachan et al 1987; 

Schüle et al., 2014). 
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Capítulo 7. Justificación y objetivos del proyecto 

7.1 Justificación  

Los glioblastomas son los tumores primarios más agresivos en el SNC, los tratamientos 

usados hasta ahora no detienen las recidivas, por lo que es importante conocer más 

sobre el micro ambiente de estas células. Aportando información sobre la producción de 

hormonas esteroideas por estas células, se permitirá diseñar diferentes estrategias para la 

contención del desarrollo de esta patología. Por otro lado, el uso de fármacos ya usados 

en clínica que inhiben a enzimas clave en la producción de hormonas relacionadas con 

este tumor, proporciona una herramienta útil para investigar la participación de las 

hormonas y la actividad de las enzimas en este tema. 

7.2 Hipótesis  

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

metabolizan neuroesteroides. 

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

fármacos inhibidores de enzimas esteroidogénicas. 
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7.3 Objetivo general 

Identificar la producción de neuroesteroides en líneas celulares de GBs C6 y U87 e 

inhibir la síntesis de neuroesteroides en células U87. 

7.4 Objetivos específicos 

1. Identificar la producción de neuroesteroides en las líneas celulares C6 y U87 de   

GB por medio de cromatografía en capa fina (TLC). 

2. Identificar la producción de neuroesteroides en las líneas celulares U87 de GB 

y cromatografía líquida de ultra resolución, acoplada a un espectrómetro de  

masas (UPLC/MS2). 

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

de neuroesteroides en la línea U87 celulares de GB. 
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Capítulo 8. Materiales y métodos 

8.1 Diseño experimental 

El diseño consistió en dos fases, en la primera identificamos la producción e inhibición 

de síntesis de neuroesteroides en las líneas 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 cromatografía en capa fina (TLC por sus siglas en inglés, Thin layer 

cromatography) en tres etapas. 

• En la primera se evaluó la síntesis de neuroesteroides de las vías de los esteroides 

sexuales, corticoesteroides y derivados de la progesterona en las líneas celulares  C6 y 

U87.  

• En la segunda etapa se detectó la síntesis de neuroesteroides de las vías de los 

esteroides sexuales, corticoesteroides y derivados de la progesterona en la línea celular 

U87.  

• En la tercera se indagó la inhibición producida por los fármacos finasterida y 

dutasterida, sobre la síntesis de neuroesteroides, de la línea celular U87 en las vías de 

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

En la segunda fase se identificó la síntesis de neuroesteroides en líneas celulares U87, 

incubadas sin precursor o con precursores fríos: progesterona o androstenediona, por 

medio de la cromatografía líquida de ultra resolución, acoplada a un espectrómetro de 

masas (UPLC/MS2)  
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8.2 Cultivo de la línea celular C6 (rata) y U87 (humano) 

Se utilizaron líneas celulares de glioblastoma de rata C6 y de humano U87. Se 

sembraron 5-104 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 µg 

penicilina-estreptomicina (GIBCO BRL), incubadas a 37 °C en 95% aire, 5% CO2.  

8.3 Incubación de las líneas celulares con precursores tritiados: síntesis 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 μCi (curio, unidad 

de actividad radioactiva), 1.8 nM/ml (cantidad de hormona por mililitro),  Colesterol  

(3H-Colesterol), Progesterona (3H-P4), adquiridos de Amersham Pharmacia Biotech, 

Androstenediona (3H-A4) Perkin Elmer, Boston, MA, USA. Testosterona (3H-T) o 

Dehidroepiandrosterona (3H-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 (3H-A4) o Progesterona (3H-P4) más los inhibidores enzimáticos como 

finasterida y dutasterida adquiridos de Sigma Aldrich, a las concentraciones de 5 µM, 1 

µM y 0.5 µM  durante  48 horas (Pinacho-García et al., 2020; Valdez et al., 2012).  

8.4 Extracción de metabolitos del medio de cultivo 

Pasado el tiempo de incubación se recolectó el medio de cultivo y se almacenó en 

viales. A los viales con un ml de medio se le agregó éter etílico 5 ml/ml de medio, la 

solución se agitó por 10 minutos y se congeló en una solución con acetona industrial y 

hielo seco para congelar la fase acuosa y separarla de la fase etérea. Pasados 15 minutos 

la fase etérea se vertió en nuevos viales los cuales se colocaron a baño maría para 

evaporar el éter y obtener los metabolitos. El éter etílico fue adquirido de la marca de J. 

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

estándares en una placa de silica 

En una placa recubierta de silica gel (20 x 20 kiesel gel 60 F254), rayada de manera 

vertical con una separación de 1.5 cm, se sembraron los neuroesteroides (muestras) y 

los estándares (hormona fría). Los neuroesteroides extraídos se disolvieron en 60 μl 

etanol para su separación por cromatografía en capa fina, se sembró la muestra de 20 μl 

(con marca radioactiva) utilizando nitrógeno gaseoso para secar el lugar de aplicación y 

los estándares auténticos (hormona sin radioactividad) 3 μl disueltos en acetona, 

sembrados en las primeras columnas de la placa: colesterol, pregnenolona (P5), 17-

hidroxipregnenolona (17-OHP5) progesterona, 17a-hidroxiprogesterona (17-OHP4), 11-

deoxicortisol (D-Cls), deoxicorticosterona (DOC), cortisol, corticosterona (CNA), 

dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediol (Adiol), androstenediona (A4), 

testosterona (T), hidroxitestosterona (OH-T) estradiol (E2), androstanediona (ASN), 

estrona (E1), androsterona (AN), dihidroandrosterona (DHAN), dihidrocorticosterona 

(DHCNA), aldosterona (Aldo), dihidrotestosterona (DHT), dihidroprogesterona (DHP), 

alotetrahidrodesoxicorticosterona (THDOC), estriol (E3) pregnanolona (Steraloids, 

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

8.6 Corrida de la placa en una cámara de TLC  

Las placas se introdujeron en una cámara cromatográfica, 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 variación (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 procedió a revelar la placa, primero mediante el uso de luz 

ultravioleta de onda corta sobre la placa de silica, posteriormente se recortó la sección 

de la placa donde se sembraron los estándares y se cubrió con ácido sulfúrico (H2SO4) 

al 10 % mediante el uso de una pipeta y se procedió a aplicar calor a 120 ˚C, esto con el 

fin de detectar en qué posición corrieron los estándares (Valdéz et al., 2012).  

8.7 Determinación de los metabolitos formados a partir de precursores 

radiomarcados  

La placa de silica gel fue cuadriculada según los estándares 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 líquido de centelleo y se 

colocan en orden en gradillas en un contador de radioactividad. Posteriormente se 

calculó el porcentaje de transformación del precursor a los metabolitos. 

8.8 Estadística  

Los datos se presentan como medias ± SEM. Los valores de probabilidad de p <0.05 se 

consideraron significativos. La normalidad se investigó mediante la prueba de 

Kolmogorov Smirnov. Para investigar las diferencias estadísticas entre control y grupos 

se utilizó la prueba  ANOVA, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. Los experimentos 

se repitieron al menos tres veces. El análisis estadístico se realizó con el programa 

Prisma versión 5. 2010 (GraphPad Software Inc.). 

8.9 Incubación de la línea celular U87 (humano) para la UPLC/MS2 

Las células U87 fueron sembradas en multipozos de 24 pozos, a una confluencia de 70 

% las células U87 se lavaron con medio sin suero, se incubaron en un ml de medio sin 

suero fetal 48 horas sin precursores y con precursores hormonales fríos (sin tritio) 2 

nM/ml, de la siguiente manera: 1.-Células en medio sin precursor, 2.- Células en medio 

de cultivo más uno de los dos precursores progesterona (P4) o androstenediona (A4). 

Pasadas las 48 horas el medio de cultivo se recuperó y se procedió a la extracción de los 

metabolitos como se describe en el punto 8.4. 
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8.10 Identificación de neuroesteroides en la línea celular U87 por 

cromatografía líquida de ultra resolución, acoplada a espectrómetro de 

masas (UPLC/MS2) 

La identificación de neuroesteroides sintetizados por las células U87 mediante 

UPLC/MS2 fue en  colaboración con él Dr. Mario Figueroa, en Laboratorio 25 del 

Instituto de Química de la UNAM. Las muestras (neuroesteroides extraídos) y 26 

estándares internos (hormonas frías) se reconstituyeron en 5 µl de metanol para su 

separación por cromatografía líquida de ultra resolución. La batería de estándares 

internos se usó para conocer los tiempos de retención y su peso molecular ionizado, con 

estos datos se logró tener parámetros de identificación de los productos de síntesis de las 

muestras. Los estándares internos fueron los siguientes:17-hidroxipregnenolona (17-

OHP5), progesterona, 17a-hidroxiprogesterona (17-OHP4), 11-deoxicortisol (D-Cls), 

deoxicorticosterona (DOC), cortisol, corticosterona (CNA), dehidroepiandrosterona 

(DHEA), androstenediol (Adiol), androstenediona (A4), testosterona (T), 

hidroxitestosterona (OH-T) estradiol (E2), androstanediona (ASN), estrona (E1), 

androsterona (AN), dihidroandrosterona (DHAN), dihidrocorticosterona (DHCNA), 

aldosterona (Aldo), dihidrotestosterona (DHT), dihidroprogesterona (DHP), 

alotetrahidrodesoxicorticosterona (THDOC), estriol (E3), pregnanolona (Steraloids, 

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

8.11 Proceso para determinar la biotransformación de metabolitos mediante la 

técnica UPLC/MS2 

Se colocaron los viales en una gradilla y se introdujeron para su análisis en un equipo de 

cromatografía líquida de ultra resolución, acoplada a espectrómetro de masas 

(UPLC/MS2). Se utilizó un equipo Waters Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA) 

el equipo cuenta con un inyector automático vinculado a un detector de fosfodiodos 

(PDA). El aparato de UPLC se programó para tomar de cada vial la cantidad de 3 µl de 

muestra o estándares 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 adicionó 0.1% de ácido fórmico. Los metabolitos fueron separados 

mediante una columna Acquity BEH C18 de 50 x 2,1 mm, con tamaño de partícula de 

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

Las moléculas separadas se fragmentaron e ionizaron  mediante una fuente de 

ionización por electro-spray (HESI) en modo positivo, a una velocidad del flujo del gas 

nitrógeno de 35.00 arb. Con temperatura del vaporizador de 300 °C y 275 °C  del 

capilar. Por último, un detector de masas acoplado al equipo, sistema de espectrometría 

de masas LTQ Orbitrap XL (Thermo Finnigan, San José, CA, EE. UU.), detectó las 

características propias de cada metabolito, lo que permitió su identificación. 

8.12 Identificación de neuroesteroides por UPLC/MS2,  estándares y muestras 

Los datos obtenidos se presentaron de dos formas, los tiempos de retención (momento 

de la corrida en el que aparece el metabolito en forma de un cromatograma y las 

características de las moléculas fragmentadas e ionizadas, por medio de un espectro de 

masas. 
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Capítulo 9. Resultados TLC y UPLC/MS2 

Se muestran los resultados en dos secciones: 

 La primera, 9.1. Para los resultados de cromatografía en capa fina. 

 La segunda, 9.2. Para los resultados de cromatografía liquida de ultra  

resolución. 

9.1 Síntesis de neuroesteroides radiomarcados en las líneas celulares C6 y 

U87, cromatografía en capa fina (TLC) 

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

tiempos de incubación 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 más inhibidores enzimáticos. 
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9.1.1 Síntesis de esteroides sexuales por la línea celular C6, con los precursores 

colesterol y DHEA  

Los datos de la figura 8A muestran la biotransformación del precursor colesterol por 

células C6 a metabolitos después de 24 y 48 h de incubación. Se encontraron cómo 

principales metabolitos: andrógenos; la hidroxitestosterona (OH-T), 

dihidroandrosterona (DHAN), Adiol, androstenediona, y el estrógeno estriol, en menor 

proporción; testosterona, 17 hidroxiprogesterona (17-OHP5) y androstanediona. (ASN). 

En la figura 8B se examinaron metabolitos sintetizados por las células C6 cuando se 

exponen al precursor 3H-DHEA después de 24 y 48 h de incubación. Después de 24 h 

en cultivo, las células sintetizaron principalmente los andrógenos A4, T y estradiol E2, 

porcentaje de transformación: 15.3 ± 1.2, 5.2 ± 0.6, 7.8 ± 1.3 respectivamente. La 

síntesis de T se duplicó en 48 h (12.2 ± 1.1). Otros metabolitos cómo Androsterona, 

DHAN y ASN también se sintetizaron, aunque en menor cantidad (2% en promedio). 

     A                                                                   B 

 

Figura 8. Biotransformación de precursores 3H-colesterol 8A y 3H-DHEA 8B a esteroides sexuales por 

células C6 incubadas 24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje de transformación 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 Síntesis de esteroides sexuales por la línea celular C6, con precursores 

androstenediona o testosterona  

La incubación de células C6 con 3HA4 (Fig. 9A) produjo varios andrógenos como T, 

DHT, DHAN, ASN, AN, OH-T, y también el estrógeno más potente, E2. Cabe señalar 

que, en el caso de testosterona, DHAN, OH-T y de E2 la síntesis aumentó después de 48 

horas de cultivo. La dihidrotestosterona fue el metabolito más abundante junto con OH-

T, cuando las células C6 se incubaron en presencia de 3H-testosterona (Fig. 9B). La 

síntesis de este potente andrógeno aumentó en función del tiempo. Las células también 

produjeron pequeñas cantidades de A4 y DHAN y estradiol este último aumenta al 

segundo tiempo. 

A         B 

 

Figura 9. Biotransformación de precursores 3H-androstenediona 9B y 3H-testosterona 9A a esteroides 

sexuales por células C6 incubadas 24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje de transformación 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 Síntesis de derivados de la progesterona y corticoesteroides por la línea  

celular C6, con el precursor progesterona  

La biotransformación de la P4 tritiada sintetizo como resultado los siguientes 

metabolitos: 17-OHP4, deoxicortisol, corticosterona. Además se detectó DHCNA y 

DOC, la síntesis de estos metabolitos aumentó 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 detectó síntesis de cortisol. 

 

Figura 10. Biotransformación del precursor 3H-progesterona a corticoesteroides por células C6 incubadas 

24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje de biotransformación 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 Síntesis de esteroides sexuales por la línea celular U87, con los precursores 

colesterol o androstenediona  

Los datos de la Figura 11A muestran la biotransformación del precursor colesterol 3H a 

metabolitos tritiados, por células U87 después de 24 y 48 h de incubación. La 

progesterona fue el metabolito más abundante, también se detectaron en pequeñas 

cantidades de P5, 17-OHP4, 17-OHP5 y OH-T. Además de testosterona, ASN y DHAN 

igual en pequeñas cantidades. 

La incubación de las células U87 con 3H-A4 produjo testosterona y androsterona como 

los metabolitos más abundantes (Fig. 11B). Se encontraron menores cantidades de otros 

metabolitos se encontraron como DHAN, DHT y O-HT, así como de E2 y ASN.  

A        B 

 

Figura 11. Biotransformación de precursores 3H-colesterol 11A y 3H-androstenediona 11B a esteroides 

sexuales por células U87 incubadas 24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje de biotransformación 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 Síntesis de esteroides sexuales por la línea celular U87, con el precursor 

testosterona o corticoesteroides con el precursor progesterona  

Las células U87 incubadas con testosterona tritriada produjeron pequeñas 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 biotransformación de la progesterona a metabolitos como 

aldosterona y THDOC que fueron los más abundantes, además también fueron 

encontrados, 17OH-P4, DOC, THP, DHB, corticosterona y cortisol. 

A                                                                            B 

 

Figura 12. Biotransformación de los precursores 3H-testosterona 12A a esteroides sexuales y 3H-

progesterone 12B a corticoesteroides por células U87 incubadas 24 y 48 h. El eje Y muestra el porcentaje 

de biotransformación 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 síntesis 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 5α-reductasa, finasterida. La concentración de la 

testosterona se modificó estadísticamente por el tratamiento con el fármaco sin 

embargo, se observó una tendencia hacia la acumulación de este esteroide. La 

finasterida a concentraciones de 0.5 a 5 μM redujo significativamente la síntesis  de 

varios esteroides derivados de la androstenediona como DHT, DHAN, AN, ASN, OH-T 

e incluso E2. El efecto del inhibidor estuvo relacionado con la concentración del 

fármaco (Fig. 13).  

 

Figura 13. La finasterida inhibe la síntesis de esteroides sexuales en células U87. Las células fueron 

incubadas durante 48 h con 3H-androstenediona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes 

concentraciones finasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformación, y el eje X Los metabolitos 

encontrados. Media ± SEM * * P <0.01, * * * P <0.001 control vs finasterida 0.5, 1 y 5 μM. Sistema de 

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

androstenediona 

La presencia de la dutasterida durante 48 horas en los medios de cultivo de U87, 

disminuyó significativamente la síntesis de andrógenos y estrógenos  (Fig. 14). La 

testosterona tritiada mostró una tendencia a acumularse cuando las células fueron 

incubadas con dutasterida. La síntesis de DHT, DHAN y Androsterona fueron inhibidos 

de manera significativa, así como ASN, OH-T y estradiol, incluso con la menor 

concentración del fármaco; el efecto del inhibidor fue directamente proporcional a su 

concentración. La androsterona fue nuevamente el metabolito más abundante de la 

biotransformación de androstenediona y la dutasterida disminuyó notablemente su 

síntesis. 

 

Figura 14. La dutasterida inhibe la síntesis de esteroides sexuales en células U87. Las células fueron 

incubadas durante 48 h con 3H-androstenediona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes 

concentraciones de dutasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformación, y el eje X Los 

metabolitos encontrados. Media ± SEM * * P <0.01, * * * P <0.001 control vs dutasterida 0.5, 1 y 5 μM. 

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

como precursor  

Dado que el espectro de inhibición de la dutasterida sobre las isoformas de la 5α-

reductasa es más amplio que el de finasterida, decidimos usarla para indagar la 

inhibición de síntesis de andrógenos a partir de la progesterona, puesto que tiene un 

mayor pKi comparado con la finasterida. La figura 15 muestra los esteroides 

androgénicos derivados de 3H-P4. 

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 mostró una tendencia a 

acumularse significativamente en todas las concentraciones de dutasterida. La síntesis 

de O-HT, DHT, DHAN, AN y estriol, fue inhibida significativamente, desde la menor 

concentración del fármaco y se observó claramente que, el efecto del inhibidor es 

directamente proporcional a la concentración.   

 

Figura 15. La dutasterida inhibe la síntesis de esteroides sexuales en células U87, incubadas durante 48 h 

con 3H-progesterona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de 

dutasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformación y el eje X los metabolitos encontrados. 

Media ± SEM * * P <0.01, * * * P <0.001 control vs dutasterida 0.5, 1 y 5 μM. Sistema de solventes: 

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

corticoesteroides con precursor progesterona 

La dutasterida inhibe la síntesis de corticoesteroides por las células U87 incubadas con 
3H-progesterona. Las concentraciones de dutasterida de 0.5 a 5 μM redujeron 

significativamente Aldo, THDOC y síntesis de DHCNA (Fig. 16). La 

desoxicorticosterona fue notablemente acumulada después de la incubación con 

dutasterida; a pesar de que su síntesis fue mucho menor, la acumulación de 

corticosterona también se pudo observar. 

 

Figura 16. La Dutasterida inhibe la síntesis de corticoesteroides en células U87. Las células se incubaron 

durante 48 h con 3H-progesterona como precursor, en presencia o ausencia de diferentes concentraciones 

de dutasterida. El eje Y muestra el porcentaje de transformación, 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 μM. Sistema 

de solventes: tolueno, acetona, metanol (78: 20: 2) v: v. 
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9.2 Resultados UPLC/MS2, Síntesis de Neuroesteroides por la línea celular 

U87   

 Primero se realizó una corrida con una batería de 26 estándares internos (hormonas 

esteroideas) en UPLC/MS2, para conocer el tiempo de retención y las cualidades únicas 

de cada metabolito, después se procedió al análisis de las muestras: 

 Con UPLC se analizó la síntesis de neuroesteroides de manera constitutiva, es decir; 

sin agregar ningún precursor hormonal, observando la síntesis de esteroides sexuales, 

corticoesteroides y derivados de progesterona.  

 También agregando precursores cómo androstenediona o progesterona se analizaron 

las mismas vías de síntesis de neuroesteroides; esteroides sexuales, corticoesteroides y 

derivados de progesterona.   
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9.2.1 Batería de estándares internos en UPLC/MS2  

Con el desarrollo de la cromatografía líquida de los estándares internos se obtuvieron, 

los tiempos de retención (t/ret), espectro UV, unidades de absorbancia, el tiempo de 

retención con la molécula protonada (m/z), además de la ionización y la relación carga 

masa del ión molecular protonado (m/z [M+H]+) en el caso de nuestros compuestos, 

fueron ionizados de manera positiva. Estos datos en conjunto permitieron la 

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

identificar y ubicar los neuroesteroides sintetizados por las células U87.  

 

Tabla 1. Batería completa de 26 estándares internos. Con su nombre común, su abreviatura, tiempo de 

retención, uv, peso molecular, peso molecular ionizado y la estructura química. 
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9.2.2 Cromatograma de la batería de estándares internos en UPLC/MS2 

La figura 17 presenta un cromatograma general los tiempos de retenión de los 26 

metabolitos, el primer esteroide en aparecer en la corrida es el estriol en el minuto 2.82, 

de los últimos metabolitos en correr es el neuroesteroide alopregnanolona con un tiempo 

de retención de 5.97 minutos. El tiempo total de corrida fue de 10 minutos, tanto para 

estándares como en las muestras para identificar neuroesteroides; esteroides sexuales, 

derivados de progesterona, corticoesteroides, glucocorticoides y mineralocorticoides. 

Aldo

CLS

O-HT

DHCNA

E3

CNA

D-CLS
THPASN

AN

P4

PA

DHP

Adiol

DHDOC

E2

17-OHP4
        DOC

T

DHT

E1

DHEA

DHAN

A4

 

Figura 17. Cromatograma UPLC de 26 estándares internos, eje X muestra el tiempo de retención, el eje Y 

las unidades de absorbancia, las flechas indican el minuto de aparición de los metabolitos en una corrida 

de 10 minutos. 

 

 

 

 

 

.  



42 

 

9.2.3 Cromatogramas individuales y su espectro de masas de estándares 

internos en UPLC/MS2 

La figura 18 muestra cromatogramas y espectros de masas de metabolitos individuales, 

encontramos que la mayoría (24) tuvieron una buena separación, sin embargo dos de 

ellos; la 17-hidroxiprogesterona y la deoxicorticosterona tuvieron un mismo tiempo de 

retención 4.42 minutos para ambas hormonas, los tiempos de retención los observamos 

en los cromatogramas individuales de cada uno de los 26  estándares internos. Por otro 

lado, la información de la ionización y carga masa del metabolito (m/z [M+H]+) se 

muestra en los espectros de masa, estos últimos constituyéndose cómo una huella única 

para cada molécula analizada. Tanto los tiempos de retención, cómo el peso molecular 

ionizado, representaron la herramienta para la identificación de los metabolitos en las 

muestras de la línea celular U87. 

1.- Estriol 

                

2.- Aldosterona 

 

 Figura 18.1. Estriol y aldosterona ordenados según su tiempo de aparición en una corrida de 10 minutos 

por UPLC-MS2, izquierda: cromatogramas individuales analizados eje X tiempo de retención, eje Y 

unidades de absorbancia. Derecha espectros de masas (patrones de fragmentación) eje X abundancia 

relativa por HESI, eje Y ionización positiva (+) relación carga/masa (m/z).  
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3.-Cortisol 

 

4.-Hidroxitestosterona 

         

5.- Dihidrocorticosterona 

 

6.- Corticosterona 

 

7.- Deoxicortisol 

 

Figura 18.2. Cortisol, hidroxitestosterona, dihidrocorticosterona, corticosterona y deoxicortisol, 

ordenados según su tiempo de aparición en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS2, izquierda: 

cromatogramas individuales analizados eje X tiempo de retención, eje Y unidades de absorbancia. 

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

ionización positiva (+) Relación carga/masa (m/z). 
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8.- Hidroxiprogesterona 

 

9.- Adiol  

 

10.- Estradiol 

 

11.- Testosterona 

 

12.- 17-Hidroxiprogesterona 

 

Figura 18.3. Hidroxiprogesterona, Adiol, estradiol, testosterona, 17-hidroxiprogesterona, ordenados según 

su tiempo de aparición en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS2, izquierda: cromatogramas 

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

masas (patrones de fragmentación) eje X abundancia relativa por HESI eje Y ionización positiva (+) 

Relación carga/masa (m/z). 
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13.- Deoxicorticosterona 

 

14.- Estrona 

 

15.-DHEA 

 

16.- Androstenediona 

 

17.- Dihidroandrosterona 

Figura 18.4. Deoxicorticosterona, estrona, DHEA, androstenediona y dihidroandrosterona, ordenados 

según su tiempo de aparición en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS2, izquierda: cromatogramas 

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

masas (patrones de fragmentación) eje X abundancia relativa por HESI, eje Y ionización positiva (+) 

Relación carga/masa (m/z). 
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18.- Dihidrotestosterona 

 

19.-THDOC 

 

20.- DHDOC 

 

21.- Dihidroprogesterona 

22.- 

Androstanediona 

             

Figura 18.5. Dihidrotestosterona, THDOC, DHDOC, dihidroprogesterona, androstanediona, ordenados 

según su tiempo de aparición en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS2, izquierda: cromatogramas 

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

masas (patrones de fragmentación) eje X abundancia relativa por HESI, eje Y ionización positiva (+) 

Relación carga/masa (m/z). 
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23.-Androsterona 

        

24.- Progesterona 

 

 

25.- Alopregnanolona 

 

 

Figura 18.6. Androsterona, pregnanolona, progesterona, alopregnanolona ordenados según su tiempo de 

aparición en una corrida de 10 minutos por UPLC-MS2, izquierda: cromatogramas individuales 

analizados eje X tiempo de retención, eje Y unidades de absorbancia. Derecha espectros de masas 

(patrones de fragmentación) eje X abundancia relativa por HESI, eje Y ionización positiva (+) Relación 

carga/masa (m/z).  
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9.2.4 Cromatograma UPLC/MS2 de la síntesis de neuroesteroides de manera 

constitutiva (sin precursor) de la línea celular U87  

La figura 19 muestra el cromatograma de síntesis de manera contitutiva de las células 

U87, se puede observar cómo se detectan una variedad de neuroesteroides como; 

andrógenos; OH-T, androsterona, productos de la vía delta 5 como DHEA y adiol, 

además de estrógenos, cortisol y THDOC. En los recuadros abajo del cromatograma se 

enlistan los metabolitos detectados. 

CLS O-HT CNA

D-CLS
E2

Adiol T

17-OHP4
DOC

PA

A2

DHAN

DHT

DHP

AN

DHEA

P4

THDOC

 

Figura 19. Cromatograma UPLC células U87 sin precursor, síntesis de manera constitutiva, eje x muestra 

el tiempo de retención, el eje y las unidades de absorbancia, las flechas indican el tiempo de aparición 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

10 Cortisol CLS 3.25 3.22 363.2159

11 Corticosterona CNA 3.79 3.74 347.2216

12 Deoxicortisol D-CLS 3.87 3.82 347.2216

13 Hidroxiprogesterone OH-P4 4.16 4.04 331.2261

14 17-Hidroxiprogesterona 17-OHP4 4.46 4.42 331.2267

15 Deoxicorticosterona DOC 4.48 4.42 331.2263

16 Alotetradeoxicorticosterona THDOC 5.04 4.95 335.2576-317.2471

17 Dihidroprogesterona DHP 5.05 5.04 313.2154

18 Pregnanolona PA 5.32 5.27 317.2471

19 Progesterona P4 5.51 5.49 315.2313

# Nombre Abreviatura t/ret UV Peso ionizado

1 Hidroxitestosterona OH-T 3.54 3.47 305.2111

2 Androstenediol Adiol 4.16 4.13 291.2314

3 Estradiol E2 4.25 4.17 273.1848

4 Testosterona T 4.36 4.29 289.2162

5 Dehidroepiandrosterona DHEA 4.59 4.56 289.2154

6 Androstenediona A4 4.66 4.57 287.2005

7 Dihidroandrosterona DHAN 4.82 4.78 293.2464

8 Dihidrotestosterona DHT 4.86 4.84 291.231

9 Androsterona AN 5.24 5.21 291.2311
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9.2.5 Cromatograma UPLC/MS2 de la síntesis de neuroesteroides por la línea  

celular U87 con precursor androstenediona  

La figura 20 muestra el cromatograma de la síntesis de neuroesteroides por las células 

U87, con el precursor androstenediona, se muestran la mayoría de los andrógenos cómo 

testosterona, DHT, OHT, androsterona, también estrógenos cómo estradiol, estrona y 

estriol. Además se encontró; progesterona, DHP, THDOC Y DOC. En los recuadros 

abajo del cromatograma se enlistan los metabolitos detectados. 

E3

OH-T
ASN

AN
P4

PA

DHP

THDOC

E2

17-OHP4
DOC

T

DHT

E1

DHEA

A4

Adiol

 

Figura 20. Cromatograma UPLC síntesis células U87 con precursor androstenediona, eje x muestra el 

tiempo de retención, el eje y las unidades de absorbancia, las flechas indican el tiempo de aparición 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

13 17-Hidroxiprogesterona 17-OHP4 4.46 4.42 331.2267

14 Deoxicorticosterona DOC 4.48 4.42 331.2263

15 Alotetradeoxicorticosterona THDOC 5.04 4.95 335.2576-317.2471

16 Dihidroprogesterona DHP 5.05 5.04 313.2154

17 Pregnanolona PA 5.32 5.27 317.2471

18 Progesterona P4 5.51 5.49 315.2313

# Nombre Abreviatura t/ret UV Peso ionizado

1 Estriol E3 2.91 2.82 289.1803

2 Hidroxitestosterona OH-T 3.54 3.47 305.2111

3 Androstenediol Adiol 4.16 4.13 291.2314

4 Estradiol E2 4.22 4.17 273.1848

5 Testosterona T 4.36 4.29 289.2162

6 Estrona E1 4.59 4.54 271.1692

7 Dehidroepiandrosterona DHEA 4.59 4.56 289.2154

8 Androstenediona A4 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 5.21 291.2311
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9.2.6 Cromatograma UPLC/MS2 de la síntesis de neuroesteroides por la línea 

celular U87 con precursor progesterona  

La figura 21 muestra el cromatograma de la síntesis de neuroesteroides por las células 

U87, con el precursor P4, se detectaron  la mayoría de los andrógenos cómo 

testosterona, DHT, OHT, androsterona etc., también tres estrógenos. Y la mayoría de 

los derivados de la progesterona y corticoesteroides. En los recuadros abajo del 

cromatograma se enlistan los metabolitos detectados. 

Aldo

CLS

DHCNA

CNA

D-CLS

THP

ASN

AN
P4

PA
DHP

E2

17-OHP4
DOC

T

DHT

E1

DHAN

A4

THDOC

OH-T

 

Figura 21. Cromatograma UPLC síntesis células U87 con precursor progesterona, eje x muestra el tiempo 

de retención, el eje y las unidades de absorbancia, las flechas indican el tiempo de aparición 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

1 Estriol E3 2.91 2.82 289.1803

2 Hidroxitestosterona OH-T 3.54 3.47 305.2111

3 Estradiol E2 4.22 4.17 273.1848

4 Testosterona T 4.32 4.29 289.2162

5 Estrona E1 4.59 4.54 271.1692

6 Androstenediona A4 4.66 4.57 287.2005

7 Dihidroandrosterona DHAN 4.82 4.78 293.2464

8 Dihidrotestosterona DHT 4.86 4.84 291.231

9 Androstanediona ASN 5.15 5.14 289.2159

10 Androsterona AN 5.24 5.21 291.2311  

# Nombre Abreviatura t/ret UV Peso ionizado

11 Aldosterona Aldo 2.97 2.92 361.2014

12 Cortisol CLS 3.28 3.22 363.2159

13 Corticosterona CNA 3.79 3.74 347.2216

14 Deoxicortisol D-CLS 3.87 3.82 347.2216

15 17-Hidroxiprogesterona 17-OHP4 4.46 4.42 331.2267

16 Deoxicorticosterona DOC 4.48 4.42 331.2263

17 Dihidrodeoxcoticosterona DHDOC 5.01 4.97 333.2425

18 Alotetradeoxicorticosterona THDOC 5.04 4.95 335.2576-317.2471

19 Dihidroprogesterona DHP 5.05 5.04 313.2154

20 Pregnanolona PA 5.32 5.27 317.2471

21 Progesterona P4 5.51 5.49 315.2313

22 Alopregnanolona THP 6.03 5.97 319.2626
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Capítulo 10. Discusión 

10.1 General 

El presente trabajo tuvo como objetivo principal, identificar la capacidad de las líneas 

celulares C6 y U87 de sintetizar neuroesteroides, a partir de precursores hormonales 

radiomarcados. También fue de interés conocer si la línea celular U87 tenía la capacidad 

de síntesis de neuroesteroides sin precursores hormonales y por último, determinar el 

efecto de los inhibidores de la enzima 5α-reductasa, sobre la síntesis de neuroesteroides 

en células U87. 

Se decidió utilizar los precursores hormonales a varios niveles de la ruta general de 

síntesis, por ejemplo, usamos colesterol para observar si estas células podían 

metabolizar desde el principio de la ruta de síntesis, seguimos con la progesterona para 

indagar la ruta de los esteroides sexuales, los corticoesteroides y derivados de la 

progesterona. Acortamos la vía de los esteroides sexuales con la ayuda de los 

precursores cómo, DHEA, androstenediona y testosterona. Conforme íbamos 

obteniendo resultados  observamos los productos y la actividad de la 5α-reductasa, 

razón por la cual se usaron los fármacos finasterida y dutasterida. 

10.2 Síntesis de esteroides sexuales por la línea 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 metabólica de las hormonas esteroideas, los resultados 

mostraron la síntesis de la P5, conduciendo a la síntesis de andrógenos. Se resalta que la 

síntesis de adiol por estas células indicado que la vía delta 5 está activa.  
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Curiosamente, también encontramos la síntesis de otros derivados de andrógenos como 

DHAN y la androsterona productos de 3α-HSD, y otro como OH-T, sintetizado por 

11β-hidroxilasa. La OH-T y la dihidrodesoxicorticosterona (DHDOC) con una 

importante participación en el desarrollo del cáncer de próstata (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 acortó la ruta de síntesis utilizando el 

precursor A4 o T, la biotransformación a DHT y OHT aumentó, sugiriendo una 

actividad significativa de 5α-reductasa y 11β-hidroxilasa. La síntesis del neuroesteroide 

androsterona por las células C6 y U87, no se había  informado previamente y sugiere la 

actividad de la 3α-HSD. Aunque los metabolitos como DHT y estradiol se sintetizaron 

en porcentajes más bajos, en comparación 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 producción de andrógenos con el precursor 3H-DHEA 

encontrados en este estudio, indica que las células C6 también pueden sintetizan 

andrógenos por la vía esteroidogénica Δ5. 

10.3 Síntesis de esteroides sexuales por la línea celular U87 (TLC) 

La síntesis 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 andrógenos a partir de 

colesterol, sugiere que tienen las enzimas P450-scc y 17α-hidroxilasa, necesarias para 

metabolizar dichos esteroides. 

La producción de neuroesteroides como androsterona, androstenediona y 

androstanediona no se había investigado previamente en células C6 o U87. Estos 

andrógenos interactúan con el receptor de andrógenos y por lo tanto, podría tener un 

papel en el desarrollo de GB, como ha sucedido con la testosterona y la DHT 

(Rodríguez-Lozano et al., 2019, 2000). 
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Como se informó anteriormente, los andrógenos pueden transformarse en estrógenos en 

células gliales a través de la acción de la P450-aromatasa, una enzima que está presente 

en células U87 (Yague et al. 2004). Aquí mostramos que las células C6 pueden 

convertir andrógenos como A4 en estrógenos, respaldando así los datos de Yague et al. 

2004, que mostraban la expresión de esta enzima en la línea celular. También se ha 

demostrado que las líneas celulares de GB, de humanos T98G y U373MG expresan a la 

aromatasa y tiene actividad (González et al., 2010). Nuestros hallazgos en las células 

U87 indican que la enzima puede estar sintetizando activamente estrógenos, 

probablemente usando andrógenos de producción propia como precursores. 

Varios estudios muestran cómo los andrógenos participan en el desarrollo del GB, 

usando la DHT para observar la proliferación celular (Yu et al., 2014; Rodríguez-lozano 

et al 2019-2020) por lo tanto; fue importante saber si los inhibidores de la 5α-reductasa 

utilizados para tratar el cáncer de próstata, lograrían bloquear la síntesis de andrógenos 

en estas células (Cabeza et al., 2016; Mostagel et al., 2013). 

10.4 Inhibición de esteroides sexuales por la finasterida y la dutasterida en 

células U87 (TLC) 

Las células U87 expresan la enzima 5α-reductasa por lo tanto se esperaba que 

respondieran a estos fármacos, disminuyendo la síntesis de andrógenos potentes. En 

efecto, la síntesis de DHT y otros derivados androgénicos producto de la 5α-reductasa 

disminuyeron significativamente tanto con la finasterida como con la dutasterida.  

Cabe señalar que la adición de la dutasterida al medio de cultivo de las células U87, 

también inhibió la síntesis de AN, DHAN, el bloqueo de estas enzimas podría 

emplearse como tratamiento terapéutico, para controlar el desarrollo del GB. La síntesis 

de estradiol y de estriol también fue inhibida significativamente por la dutasterida, un 

hecho que podría ser explicado por trabajos anteriores, donde demostraron que la 

síntesis de estradiol podría ser independiente de la testosterona, utilizando los 

metabolitos que son productos de la 5α-reductasa (Ishikawa et al 2006).  
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Se ha demostrado que el estradiol participa en desarrollo del GB, tanto en proliferación 

celular como en procesos de infiltración (González-Arenas et al., 2011; Germán-

Castelán et al 2014), Ahí el efecto inhibitorio de la dutasterida observado en las células 

U87, podría ser una ventaja en el tratamiento del tumor. 

10.5 Síntesis 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 podrían 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 administración sistémica del corticoesteroide 

sintético dexametasona, interfiere en el tratamiento de GB en humanos (Wong et al., 

2015; Pitter 2016).  

Mostramos aquí 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 habían demostrado que las células gliales en la rata, tienen enzimas para 

la síntesis de estos esteroides.  

Las células C6 tienen un origen glial que se confirma por la expresión de marcadores 

específicos como la proteína GAFP, por lo que mantendrían esa capacidad de sintetizar 

corticoesteroides. De igual manera, mostramos aquí por primera vez que la línea celular 

GB U87, también es capaz de sintetizar corticoesteroides, como lo haría la glía humana 

normal (Yu et al., 2002. Fig. 12B). Hemos encontrado que las células C6 no sintetizan 

cortisol, pero las células U87 sí, este hallazgo podría estar relacionado con el origen de 

la especie de las células.  
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Es interesante notar que encontramos que tanto las células C6 como las U87 sintetizan 

aldosterona. La síntesis de aldosterona se ha demostrado en cerebros de rata y humanos 

(Gómez-Sánchez et al., 1996; Gómez-Sánchez et al., 1996) que expresan las enzimas  

requeridas para la  síntesis de aldosterona. Los resultados mostraron la producción de 
3H-DOC, en ambas líneas celulares, la cual presenta  actividad mineralocorticoide, 

además de poder biotransformarse a metabolitos posteriores a la DOC, que median la 

activación del receptor a andrógenos como se muestra en el cáncer de próstata (Uemura 

et al., 2010; Mostaghel, 2014). 

La biotransformación de P4 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 GABAA (Hosie et al., 2006; Guennoum 2015). La 

alopregnanolona también aumenta la expresión de genes implicados en la proliferación, 

protege contra la muerte celular y colabora en procesos de regeneración de células 

progenitoras neurales (Wang et al., 2005). Además, Zamora-Sánchez y col. (2017) han 

demostrado que la alopregnanolona estimula la proliferación de las células U87 

promoviendo la expresión de varios genes involucrados en la proliferación celular.  

La síntesis de la aldosterona encontrada en nuestro estudio también es interesante, ya 

que además de su papel en la hemodinámica, varios autores han informado la capacidad 

de este mineralocorticoide de promover la angiogénesis (Stier, 2010). Por lo tanto, la 

síntesis de aldosterona podría contribuir al crecimiento del tumor promoviendo 

indirectamente la neovascularización. 
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10.6 Inhibición 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 5α-reductasa y la 3α-HSD. La 

síntesis de THDOC se redujo, de manera similar a como disminuyó el andrógeno 

androsterona, cuando se incubaron con dutasterida, esto sugiere la fuerte actividad de 

las enzimas mencionadas, en la síntesis de la línea celular de GB. La función de estos 

metabolitos en el cerebro aún no se comprende completamente. Estos hallazgos 

postulan que este inhibidor podría tener un  papel en el control de GB. Por otro lado la 

dutasterida probablemente inhibió la actividad de otras enzimas involucradas en la 

síntesis de corticoesteroides, ya que la producción de aldosterona también disminuyó. 

10.7 Síntesis de neuroesteroides de manera constitutiva por la línea celular U87 

(UPLC/MS2) 

Otro de los datos más interesantes que obtuvimos en este estudio, fue cuando incubamos 

células U87 sin ningún 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 veníamos observando desde los resultados con TLC, en cuanto al metabolismo de 

los andrógenos, pues se detectó DHEA y adiol, productos de la vía 5 delta. Este dato 

nos ofrece una hipótesis de cómo estás células tienen vías de síntesis alternas y/o 

complementarias de esteroides para asegurar su abastecimiento, tal como ocurre en el 

cáncer de próstata, donde se abastecen de andrógenos aún bloqueando la vía preferente 

de andrógenos (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 síntesis, esto podría deberse al poco sustrato generado por la propia célula.  
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10.8 Síntesis de neuroesteroides por línea celular U87 con precursor A4 o P4  

(UPLC/MS2) 

Al agregar el precursor androstenediona al medio de cultivo de células U87, detectamos 

la síntesis de andrógenos y estrógenos que son producto de la ruta clásica, los que 

utilizan como sustrato a este esteroide, pero además encontramos hormonas de la ruta 

delta 5, como el adiol y DHEA, este evento lo habíamos encontrado pero sólo cuando el 

precursor fue colesterol. Además, 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 vía alterna 

conocida como la “puerta trasera”.  

El descubrimiento de la llamada "puerta trasera" en la síntesis de esteroides (Kamrath et 

al., 2012), Una ruta alterna a la "clásica" sobre la síntesis de hormonas esteroides, da 

una perspectiva en relación con el hecho de que, desde la vía de los corticoesteroides y 

la de los esteroides sexuales, en especial los andrógenos, se podrían dar conversiones 

inversas (Pretorius et al., 2017). Esta informaión nos hace suponer que los productos de 

5α-reductasa, son posibles sustratos de andrógenos o estrógenos, 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 línea celular U87 

sintetiza metabolitos derivados de la actividad de la actividad 5α-reductasa a partir de 

A4, por ejemplo, primero se convierte en androstanediona y luego a androsterona por la 

actividad de 3α-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 sólo de la vía delta 4, la vía preferente de los andrógenos más potentes (Khera et 

al., 2014).  Encontramos la mayoría de corticoesteroides y de los productos finales de la 

ruta de síntesis  de derivados de la progesterona, tales como la alopregnanolona y la 

THDOC, neuroesteroides importantes en el desarrollo de tumores  (Zamora-Sánchez et 

al., 2017; Uemura et al., 2010). 
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Capítulo 11. Conclusión 

Este estudio muestra la amplia capacidad de líneas celulares C6 y U87 para sintetizar 

neuroesteroides; esteroides sexuales, corticoesteroides y derivados de progesterona con 

precursores tritiados para su detección, con una abundancia de andrógenos. Las células 

U87 pueden sintetizar neuroesteroides sin la necesidad de agregar un precursor 

esteroideo. Se evidenció la eficacia de los inhibidores de la 5α-reductasa finasterida y 

dutasterida para reducir significativamente la síntesis de metabolitos androgénicos y 

estrógenos, en la línea celular U87. Además, la dutasterida bloqueó la acción 5α-

reductasa sobre la vía de los corticoesteroides y derivados de progesterona. En las vías 

de síntesis de andrógenos, corticoesteroides y derivados de progesterona la inhibición 

producida por la dutasterida afectó la síntesis de los metabolitos, dejando a la enzima 

3α-HSD sin sustrato, lo cual redujo la síntesis de sus productos. Estos metabolitos 

pueden jugar un papel importante en el mantenimiento y la progresión de tumores, ya 

sea en su proliferación, diferenciación o en los procesos angiogénicos que acompañan a 

la mayoría de los tumores. Por lo tanto, el uso de estos inhibidores puede ser una 

herramienta potencial para controlar las importantes vías metabólicas, que utilizan las 

células derivadas de glioblastoma y privarlas así de hormonas importantes para su 

proliferación.  
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