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RESUMEN 
 

Los estrógenos tienen importantes efectos estimulantes sobre la proliferación 

celular, que limitan su uso en poblaciones de mujeres con riesgo de tumores 

malignos. Por lo que, es importante desarrollar agentes terapéuticos más seguros 

para la terapia de remplazo hormonal (TRH). 

Por sus acciones anticoagulantes, los 17β-aminoestrógenos (AEs) prolame, 

butolame y pentolame son fármacos prometedores para su inclusión en la TRH. 

Sin embargo se desconoce su potencial proliferativo en células tumorales 

dependientes de estrógenos. 

Por lo anterior, es necesario evaluar las propiedades estrogénicas de los AEs en 

la proliferación de células MCF-7 de carcinoma mamario humano, para 

seleccionar aquel que sea más seguro y con mejor potencial terapéutico. 

En este trabajo se evaluó la eficacia y potencia proliferativa de los AEs en relación 

al estradiol (E2) en células MCF-7 a través de tres metodologías experimentales: 

ensayos de MTT, citometría de flujo y PCR en tiempo real. 

Tanto en condiciones estrogénicas como no estrogénicas, el E2 y los AEs 

mostraron comportamiento bifásico en la proliferación que se observa en las 

curvas concentración-respuesta. La actividad de los AEs fue similar en las dos 

condiciones, mientras que la del E2 fue significativamente mayor en condiciones 

estrogénicas que en las no estrogénicas. 

En las condiciones no estrogénicas hubo menos variabilidad e interacciones que 

permitió evaluar con mayor precisión los parámetros farmacodinámicos de 

compuestos similares como es el caso de prolame, butolame y pentolame. Los 

estudios posteriores se realizaron solamente en condiciones no estrogénicas. 

En ensayos de MTT el AE con mayor potencia proliferativa fue el butolame (13%), 

seguido del prolame (10 %) y finalmente el pentolame (8 %). El butolame también 

fue el más eficaz (69 %), pero no se observaron diferencias en las eficacias 

proliferativas relativas de prolame y pentolame (64 y 65 % respectivamente). Por 

esto, se evaluó la eficacia de los AEs a través de ensayos más específicos a 

tiempos más cortos. 
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En los ensayos de citometría de flujo las diferencias observadas entre los grupos 

tratados alcanzaron significancia estadística con respecto al control. El orden de 

eficacia para inducir la fase S del ciclo celular fue semejante al obtenido de las 

potencias proliferativas: butolame>prolame>pentolame. 

Estos resultados fueron consistentes con la expresión del gen CCND1. 

Inesperadamente, la respuesta de los AEs fue mayor que la observada con E2. 

Por el corto tiempo en que se observa la respuesta, los resultados sugieren que 

el mayor efecto de los aminoestrógenos en la síntesis de RNA, podría ser 

consecuencia de acciones no genómicas. 

En algunos modelos biológicos, prolame tiene mayores efectos estrogénicos que 

la butolame y el pentolame sin embargo, en este trabajo, en los tres diferentes 

tipos de pruebas realizados con la AEs en células MCF-7, el AE más activo y más 

potente fue el butolame y el menos activo fue el pentolame. Esto sugiere que el 

pentolame podría ser un compuesto más seguro en mujeres con predisposición a 

cáncer de mama, por lo que este compuesto podría ser objeto de estudios 

posteriores. 
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ABSTRACT 
 

Estrogens have significant stimulatory effects on cell proliferation, therefore, their 

use is limited for populations of women at risk of malignant tumors, and hence, it 

is important to develop safer therapeutic agents in the hormone replacement 

therapy (HRT). 

Due to its anticoagulant actions, the 17β-aminoestrogens (AEs) prolame, butolame 

and pentolame are promising compounds for HRT. However, their proliferative 

potential in estrogen-dependent tumor cells is unknown.  

Therefore, it is necessary to evaluate the estrogenic properties of the AEs to select 

the safer and with the better therapeutic potential. 

In MTT assays, the AE with higher proliferative potency was butolame (13 %), 

followed by prolame (10 %) and pentolame (8 %), being butolame the most 

effective (69 %), although very different from the relative proliferative efficacies of 

prolame and pentolame (64 and 65 % respectively). Therefore, the effectiveness 

of AEs through more specific assays in shorter times was evaluated. 

In the flow cytometry assays the observed differences between the AEs treated 

groups reached statistical significance with respect to the hormone free control. 

The order of efficacy to induce the S phase of the cell cycle was similar to that 

obtained from the proliferative potencies: butolame > prolame > pentolame. 

In this work, we evaluated the effectiveness and proliferative potency of these AEs 

related to estradiol (E2) on the proliferation of the MCF-7 human mammary 

carcinoma cells evaluated through three experimental methodologies: MTT cell 

viability assay, flow cytometry and real-time PCR, both, in estrogenic and non-

estrogenic conditions.  

E2 and AEs showed biphasic proliferative behavior in the dose response curves. 

The activity of the AEs was similar in both conditions, whereas that of the E2 was 

significantly higher in the estrogenic conditions than in the non-estrogenic. 

Since in these later conditions less variability and interactions occurred, it allowed 

us to asses more accurately the evaluation of pharmacodynamics parameters of 
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compounds similar to E2 like are prolame, butolame and pentolame, All further 

assays were performed in non-estrogenic conditions. 

These results were consistent with the expression of the CCND1 gene. 

Unexpectedly, the response of the AEs was greater than that observed with E2.  

Considering the short time of the response, the results suggest that the major effect 

of the aminoestrogens in the RNA synthesis could be the result of non-genomic 

actions. 

In some experimental biological models, prolame has greater estrogenic effects 

than butolame and pentolame however, in this work the three different types of 

tests conducted with the AEs in MCF-7 cells, the more active and more potent was 

butolame and the less active was pentolame. This suggests that the pentolame 

could be safer in women with a predisposition to breast cancer, so this compound 

could be the subject of further studies. 
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1. INTRODUCCION 

 

Los estrógenos son hormonas esenciales que regulan el crecimiento, desarrollo y 

fisiología del sistema reproductivo humano (Swedenborg et at, 2009). También 

afectan a los sistemas neuroendocrino, esquelético, adiposo y cardiovascular 

(Hughes et al, 2009, Yang et al, 2010). El 17β-estradiol (E2) es la principal 

hormona estrogénica con efectos pleiotrópicos, es decir, producen gran variedad 

de acciones en distintos tipos de tejidos, (Risbridger et al, 2010). 

 

Como ejemplos, en el sistema óseo, el E2 es el principal regulador hormonal del 

metabolismo del hueso en hombres y mujeres. Los efectos directos del E2 sobre 

los osteocitos, osteoclastos y osteoblastos conducen a la inhibición de la 

remodelación del hueso, a la disminución de la reabsorción y al mantenimiento de 

la formación del hueso respectivamente (Khosla S. et al. 2012) y en el sistema 

cardiovascular, el E2 estimula la actividad de la  sintasa del óxido nítrico endotelial 

(eNOS) y provoca la vasodilatación aumentar rápidamente la producción de óxido 

nítrico (Scott P. et al. 2007). 

 

La menopausia es una condición resultante del agotamiento de la función ovárica 

seguida por el cese de la menstruación en las mujeres y frecuentemente se 

presenta alrededor de los 50 años de edad (Gjelsvik B et al, 2011). La dramática 

disminución en los niveles de estrógeno durante esta etapa produce un 

desequilibrio endocrino y emocional como es entre otros un estado de ánimo 

depresivo, irritabilidad y ansiedad, además de agotamiento mental y físico (Winse 

et al, 2001, Gjelsvik B et al, 2011).  

 

Esta deficiencia estrogénica se asocia con varios síntomas somáticos como, la 

pérdida de masa ósea, atrofia urogenital, infecciones del tracto urinario, aumento 

de riesgo cardiovascular, disfunción sexual y pérdida de elasticidad de la piel 

(Ojeda et al, 2014). 

Todos estos síntomas tienen un importante impacto negativo sobre la calidad de 

vida de la mujer y debido al aumento de la vida media poblacional, es importante 

desarrollar terapias más eficaces y seguras para su tratamiento. 
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1.1 USO DE ESTRÓGENOS.  

 

En la Terapia de Remplazo Hormonal (TRH) que es el tratamiento más común 

para aliviar los síntomas de la menopausia, se utilizan estrógenos equinos o 

estrógenos sintéticos combinados con progestágenos (van Hylckama et al, 2011). 

Los beneficios de la TRH incluyen alivio de los síntomas pre y pos-menopáusicos 

y retrasan el inicio de la osteoporosis (de Villiers et al, 2013)  

 

Los estrógenos también son ampliamente utilizados como anticonceptivos; se 

estima que el 9% de las mujeres de todo el mundo los utilizan (Gjelsvik et al, 2011). 

Por sus efectos adversos, los Centros para el Control y la Prevención de 

Enfermedades del Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados 

Unidos de Norteamérica recomiendan su uso sólo en mujeres menores de 35 años 

que no tienen antecedentes de trombosis venosa, de tabaquismo y de migrañas 

con aura (CDC, 2010). 

 

 

1.2 RIESGOS DEL USO DE LA TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL. 

 

La eficacia de la TRH ha sido documentada ampliamente en numerosos estudios 

clínicos como HERS (Hulley et al, 1998), WHI (Anderson et al, 2004), WAVE 

(Kelemen et al, 2005), WELL-HART (Steiner et al, 2007), ERAl (Herrington et al, 

2000) y WISDOM (Vickers et al, 2007), entre otros. Sin embargo, estos estudios 

también han puesto en evidencia los efectos adversos de la TRH, como la 

enfermedad cardiovascular primaria y secundaria, pero sobre todo el incremento 

de riesgo de tromboembolia venosa (TEV), que ocurre principalmente durante el 

primer año de uso. Entre los mecanismos responsables de los efectos trombóticos 

de la TRH se encuentran aumentos en los niveles de factores de coagulación, 

disminución de los anticoagulantes naturales, niveles alterados de fibrinógeno y 

resistencia a la proteína C activada (Tchaikovski et al, 2010, Gaussem et al, 2011). 

Otros factores que influyen en la aparición de los primeros episodios trombóticos 

durante la TRH son la dosis, la vía de administración, así como polimorfismos 

genéticos del Leiden V y la protrombina 20210A (Rosendaal et al, 2003). 
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El metabolismo del E2  depende de la ruta de administración de la TRH, y esto 

puede afectar el riesgo de TEV (Margarido P. et al, 2011). En las mujeres que 

usan TRH por vía oral se aumenta significativamente la generación de trombina, 

la cual es muy importante en la cascada de coagulación y es responsable de 

convertir fibrinógeno en fibrina, uno de los estados finales en la formación del 

coágulo. (Bagot M. et al, 2010). 

 

Con el uso de la TRH oral, se produce la activación de la coagulación (por ejemplo, 

incremento de los niveles del factor de la coagulación VII,  mayores niveles de 

trombina (Blondon M. et al, 2014) y hay disminución de sustancias anticoagulantes 

(por ejemplo, antitrombina, proteína C, proteína S, activador del plasminógeno 

tisular natural [tPA] (Post M. et al, 2003). El uso transdérmico de E2 no aumenta 

el riesgo de TEV en comparación con las no usuarias. (Laliberte F. et al, 2011). 

 

Otros efectos adversos más graves de la terapia con estrógenos son 

particularmente el aumento en la incidencia de cáncer de mama, cáncer de ovario 

y tumor maligno del endometrio en las usuarias. (Levin et al, 2009). Por lo que es 

importante desarrollar nuevos agentes farmacológicos que carezcan de efectos 

trombóticos y tumorales. 

 

 

1.3 17β-AMINOESTRÓGENOS Y SUS EFECTOS ESTROGÉNICOS Y 
ANTICOAGULANTES. 
 

Los 17β-aminoestrógenos (AEs) prolame, butolame y pentolame poseen una 

estructura química esteroide (figura 1) con una cadena lateral amino-alcohol N-

(CH2)n-OH (n = 3, o 4 o 5 metilenos respectivamente) en el carbono 17β (Lemini 

et al, 2009, Lemini et al, 2005a, Lemini et al, 2005b, Lemini et al, 1993). A 

diferencia de los estrógenos de actual uso, estos compuestos producen efectos 

anticoagulantes importantes en diferentes especies de roedores (Rubio-Póo et al, 

1990, Lemini et al, 1993). Estos compuestos podrían constituir una nueva 
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alternativa para mujeres perimenopáusicas, en especial para aquellas con 

predisposición a padecer eventos tromboembolicos. 

  
 
Figura 1.  Estructura de los 17β-aminoestrógenos, Prolame [17β-(3-hidroxy-1-propylamino)-1,3,5(10)-
estratrien-3-ol)], Butolame [17β-(3-hidroxy-1-butylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol)], Pentolame [17β-(5-
hidroxy-1-pentylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol)] y de Estradiol  [17β-estradiol] (Lemini et al, 2009). 

 

 

1.4 RELACIÓN ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE LOS AEs CON RESPECTO AL 

E2. 

 

La prueba uterotrófica es un método para evaluar in vivo el potencial estrogénico 

de compuestos y se basa en el fuerte efecto proliferativo que el E2 tiene sobre el 

útero del roedor. Esta prueba se realiza comúnmente con las mediciones del peso 

útero de los roedores inmaduros u ovariectomizados. (Gwenneg K. el al, 2013).  

Entre los cambios morfológicos y fisiológicos inducidos en el útero después de la 

administración de E2, existe un aumento de imbibición de agua en el endometrio 
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uterino como resultado de la hiperemia y vasodilatación de capilares uterinos. Este 

proceso conduce a un aumento de tamaño del útero con una consecuente 

descompactación significativa de las células del estroma. El agua se mueve del 

epitelio hacia el lumen, disminuyendo la viscosidad del fluido luminal y un aumento 

de peso húmedo uterino. (Naciff J. et al, 2007). 

La capacidad secretora del útero se incrementa por la estimulación de E2, debido 

al desarrollo de la capa de células epiteliales secretoras y mitosis, principalmente 

en la capa epitelial. Al mismo tiempo, hay un aumento en la vascularización del 

útero, que aumenta la cantidad de sangre en este órgano (Naciff J. et al, 2007). 

 

También hay un aumento en el número y tamaño de los tipos específicos de 

células (hipertrofia e hiperplasia), que contribuye al gran aumento de peso 

uterino que puede ser detectada entre las 16 y 30 h después de la estimulación 

por E2 (Naciff J. et al, 2007). 

 

In vivo, los AEs producen efectos uterotróficos que se han evaluado en modelos 

de rata y ratón, en donde se ha observado que los ratones hembra inmaduras 

son el modelo más sensible para evaluar el efecto estrogénico de estos 

compuestos. El orden del efecto uterotrófico en ratones hembra inmaduras fue el 

siguiente: E2> prolame > butolame > pentolame, en tanto que para ratas 

inmaduras fue E2> butolame > prolame > pentolame (Lemini et al, 2005). 

 

La producción de la LH y la FSH por la pituitaria anterior está bajo el control de la 

hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) que se produce en el hipotálamo. 

El E2  actúa a través del ER-α para inhibir la liberación de LH y FSH en el 

hipotálamo al ejercer efecto inhibitorio sobre producción de la GnRH (Glidewell-

Kenney C. et al, 2008). En ratas ovarectomizadas (Ovx), aumenta el nivel sérico 

de la LH y el tratamiento con E2 es suficiente para disminuir el nivel de esta 

hormona (Burger L. et al, 2004).  
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En ratas Ovx, los AEs disminuyen la hormona luteinizante sérica (LH) con respecto 

a los controles. El orden de disminución de la LH es el siguiente: prolame > 

butolame > pentolame (Jaimez et al, 2000). 

In vitro se evaluó la afinidad de los AEs por los receptores de estrógeno utilizando 

ensayos de unión a ER-α; el orden de capacidad de unión al receptor de estrógeno 

es la siguiente: E2> prolame > butolame > pentolame. (Jaimez et al, 2000). 

Para evaluar la eficacia funcional de los AEs, se utilizaron células HeLa 

transfectadas con vectores de expresión para el receptor de estrógeno α (ER-α) y 

para el receptor de estrógeno β (ER-β) así como con elementos de respuesta a 

estrógenos (ERE) acoplados al gen de cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). En 

este modelo se observó que los AEs tienen mayor afinidad y eficacia por el ER-α 

que por el ER-β en el siguiente orden: prolame>butolame>pentolame (Jaimez et 

al, 2000). 

Sin embargo, el potencial estrogénico de los AEs no se ha evaluado en modelos 

de cáncer de mama y la determinación de estos efectos es fundamental para el 

desarrollo de estos compuestos en fases clínicas. 

El ensayo de proliferación permite conocer el potencial estrogénico de 

compuestos en comparación con el E2, el cual sirve de referencia ya que los 

efectos in vivo de esta hormona están bien documentados y se puede identificar 

el riesgo de compuestos estrogénicos (Vanparys et al. 2010). También, los 

compuestos que inducen o inhiben respuestas celulares del E2 tienen valor 

potencial como candidatos para el desarrollo de fármacos que pueden ser 

utilizados para prevenir o controlar cáncer de mama que responde a estrógenos 

o para uso en la TRH. 

 

1.5 TIPOS DE RECEPTORES DE ESTRÓGENOS. 
Los receptores de estrógeno (ERs por sus siglas en inglés) más conocidos son 

los receptores citosólicos que participan en el mecanismo de acción clásico o 

genómico, induciendo la transcripción de genes blanco y cuyos efectos se 

observan en horas o días después de administrar E2 (Marino et al, 2006).  
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Recientemente también se han documentado otros tipos de receptores de 

estrógeno en la membrana (metabotrópicos, GPR30 o mER) que inducen vías de 

señalización a través de segundos mensajeros y producen respuestas no 

genómicas que ocurren en segundos o minutos después de la administración de 

E2 (Frick et al, 2011). 

 

 

1.6 SUBTIPOS DE RECEPTORES DE ESTRÓGENO CITOSÓLICOS. 
 

Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares y son 

factores de transcripción inducibles por ligando que actúan sobre la regulación de 

genes específicos incrementando o inhibiendo su trascripción. Entre los genes 

más representativos regulados por E2 en la línea celular MCF-7 están, TFF1, 

IGFBP4, C3, ADORA1, GREB1 y MYC (Jagannathan et al, 2011).  

Los dos subtipos de estos receptores son el ER-α y el ER-β que están codificados 

respectivamente por los genes ESR1 y ESR2 (Kumar et al, 2011). En la figura 2 

se ilustra la homología estructural. 

 

Figura 2. Diagrama esquemático de los dos subtipos de ERs humanos, ERα y ERβ. Ambos receptores 
consisten de cinco dominios funcionales, que incluyen el dominio A/B en el extremo amino terminal, 
involucado en las interacciones proteína-proteína, este dominio incluye a la función de activación 
transcripcional de genes blanco AF-1 y es independiente de ligando, el dominio C es el dominio de unión a 
DNA (DBD), el dominio D está involucrado en la localización nuclear del ER y los dominios E/F en el C-
terminal contienen el dominio de unión a ligando (LBD) y la función de activación dependiente de ligando AF-
2. Se indica el porcentaje de homología entre los dos receptores (Adaptado de Cui et al, 2013). 

 

Ambos subtipos de receptores de estrógeno se expresan en los testículos, en las 

células de Leydig y espermatocitos, sin embargo, en otros tejidos tienen una 

expresión diferencial. 
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El ER-α se expresa principalmente en el útero, próstata (estroma), mama (células 

luminales), ovario (células de la teca), hueso, epidídimo y varias regiones del 

cerebro, hígado y tejido adiposo blanco. El ER-β se expresa en la próstata 

(epitelio), colon, ovario (células de la granulosa), médula ósea, endotelio vascular, 

glándulas salivales y ciertas regiones del cerebro (Heldring et al, 2007). 

Los ERs, además de tener la capacidad de reconocer a los estrógenos 

endógenos, también son blancos farmacológicos de diferentes sustancias 

exógenas que tienen actividad estrogénica. Por ejemplo, pesticidas, bisfenoles, 

sustancias naturales como fitoestrógenos y algunos fármacos como el 17β-

etinilestradiol que se usa como anticonceptivo (Diamanti-Kandarakis et al, 2009). 

 

 

1.7 ISOFORMAS DE LOS RECEPTORES DE ESTRÓGENO CITOSÓLICOS 
 

Existen distintas isoformas de receptores citosólicos que se originan del empalme 

alternativo de sus genes correspondientes. Para el subtipo α existe el receptor de 

longitud completa o integral que se denomina ER-α66 así como las isoformas ER-

α36 (Wang et al, 2005) y ER-α46 (Flouriot et al, 2000). Para el subtipo β hay 5 

isoformas: ER-β1- ER-β5 (Moore et al, 1998). 

A diferencia del receptor ER-α66, la isoforma ER-α46 es más pequeña porque 

carece del dominio A/B en el extremo amino terminal (Figtree et al, 2003). Esta 

isoforma de ER se ha identificado en osteoblastos humanos, células endoteliales 

vasculares (ECs) y en tejido de tumor mamario (Flouriot et al, 2000; Russell et al, 

2000; Denger et al, 2001). La activación del ER-α46 estimula a la sintasa de óxido 

nítrico endotelial (eNOS) que produce vasodilatación de células endoteliales 

humanas (Li et al, 2003). 
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Figura 3. Estructura de dominios de las isoformas del ER-α en células de cáncer de mama MCF7. (Dominios 
(A-F) se muestran los dominios de la función de activación (AF-1 y AF-2). Se indica la función de cada 
dominio. La parte sombreada del ER-α36 representa los últimos 27 aminoácidos de función desconocida 
(Adaptado de Zhiang et al, 2012). 

 

La isoforma ER-α36 (figura 3) a diferencia del ER-α66, carece de los dominios de 

transactivación AF-1 y AF-2 y parte del dominio de unión ligando en el extremo C 

terminal y cuenta con una secuencia de 27 aminoácidos de función desconocida 

(Wang et al, 2005). Esta isoforma participa de manera importante en la 

proliferación de células de cáncer de mama activando la vía de las MAPK (Wang 

et al, 2006, Zhang et al, 2011). Aunque la isoforma ER-α36 no es un receptor 

metabotrópico, varios autores la localizan en la membrana acoplada a una 

proteína Gq (ver figura 4). De acuerdo con esta propuesta, la interacción entre E2 

y ER-α36 induce la síntesis de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 

promueve el flujo de calcio desde el retículo endoplasmático liso y el DAG ayuda 

a anclar a la proteína cinasa C (PKC) a la membrana celular, promoviendo la 

activación de PKC. Debido a que PKC activa a ERK1/2, estas cinasas 

rápidamente fosforilan a proteínas que promueven la proliferación (Chaudhri et al, 

2012). 
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Figura 4. Modelo de rápida señalización iniciada en membrana por el E2 a través del ER-α36. El E2 
interacciona con el ER-α36 en la membrana de la célula iniciando una cascada de señalización que conduce 
a la activación de cinasas reguladas por señal extracelular ERK1/2. La activación de ERK1/2 puede afectar 
a la proliferación celular, así como la fosforilación de factores de transcripción que pueden activar o reprimir 
la transcripción genética. La señalización de E2 a través de isoformas de sus receptores anclados a membrana 
impide la apoptosis (Adaptado de Chaudhri, et al, 2012). 

 

 

1.8 PARTICIPACIÓN DE LOS RECEPTORES DE ESTRÓGENO EN LA 
TRANSCRIPCIÓN (MODELO GENOMICO). 
 

En el mecanismo de acción genómico también conocido como canónico, el ER se 

encuentra en el citoplasma en estado monomérico (estado inactivo) formando un 

complejo con proteínas de choque térmico (Hsp90, Hsp70 y Hsp56). Cuando el 

E2 se une al ER se producen cambios conformacionales en el receptor que 

provocan su disociación de las Hsps; entonces los ER se dimerizan y se 

translocan al núcleo. En el núcleo, estos dímeros se unen a secuencias 

específicas de DNA conocidas como elementos de respuesta a receptores de 

estrógenos (ERE) dentro de las regiones promotoras de genes blanco para regular 
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la transcripción genética y el RNA sintetizado será finalmente traducido a 

proteínas, las cuales producen cambios en la función celular (Ascenzi et al, 2006; 

Acconcia y Marino, 2011) figura 5 A. 

 

 

 

Figura 5. Vías canónicas de señalización del E2 a través del ER. Vía A, es la vía genómica clásica directa; el 
ER unido al E2 se dimeriza y después de un cambio de conformación, se dirige al núcleo, se une a ERE y 
recluta coreguladores (CoReg) que activarán la transcripción de genes blanco. Vía B, la vía genómica 
indirecta, involucra interacciones del ER con otros factores de transcripción (TF) como AP-1 y Sp1 (Adaptado 
de Le Romancer et al, 2011). 

 

De manera dinámica y secuencial, los dímeros del ER reclutan varias proteínas 

co-regulatoras entre las que se incluyen coactivadores, co-represores, 

acetiltransferasas y desacetilasas de histonas, y factores generales 

transcripcionales (O' Malley y Kumar, 2009).  

 

Los co-activadores (por ejemplo PRMT1 CBP/p300, SWI/SNF) interactúan con los 

ERs y facilitan su actividad transcripcional mediante la activación de remodelación 
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de la cromatina (Ascenzi et al, 2006). Por otro lado, los co-represores (por ejemplo, 

desacetilasas de histonas) evitan que los ERs induzcan la transcripción (Jepsen y 

Rosenfeld, 2002). 

 

Además de la interacción directa con el DNA, los ERs se pueden unir 

indirectamente al DNA a través de interacciones proteína-proteína con otros 

factores de transcripción (figura 5 B). Por ejemplo, se une con la proteína 

activadora-1 (AP-1) que es un complejo compuesto por las proteínas c-JUN y c-

FOS, que se unen al DNA regulando la transcripción de genes de forma 

independiente a los ERE. También el dímero del ER interacciona con la proteína 

de especificidad 1 (Sp1) (Heldring et al, 2007; Morissette et al, 2008; Acconcia y 

Marino, 2011). 

 

La proteína LKB1 es una enzima serina-treonina que actúa como un co-activador 

en las células MCF-7. LKB1 se une al ERα en el núcleo de la célula, es reclutado 

en los promotores de genes blanco que responden a E2 y favorece la transcripción 

(Nath-Sain S. et al, 2009). 

 

El co-activador de receptor nuclear 1 (SRC-1) es una proteína con actividad 

histona acetiltransferasa intrínseca que le permite al ER-α comunicarse con la 

maquinaria general de transcripción, regula las modificaciones de la cromatina y 

finalmente regula la transcripción especifica de genes, en las células MCF-7, casi 

todos los sitios de unión de SRC-1 se unen al ER-α y es dependiente de E2 (Kininis 

et al, 2007). 
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1.9 RECEPTOR METABOTRÓPICO DE ESTRÓGENO O DE MEMBRANA 
(mER) Y SU PAPEL EN LA TRANSACTIVACIÓN.  
 

Aunque la existencia de este receptor se había sugerido y demostrado desde hace 

varios años, solo hasta 2009 fue incluido dentro de la Guía de Receptores y 

Canales de la Unión Internacional de Farmacología (IUPHAR por sus siglas en 

inglés) (Alexander et al, 2009). Este receptor metabotrópico o de membrana 

(mER) también se ha denominado GPER y GPR30, tiene siete dominios 

transmembranales y está acoplado a proteínas Gs (figura 6). Participa en la 

señalización de eventos rápidos del E2 (Alexander et al, 2011, Srivastava et al, 

2013). 

 

 

 

Figura 6. Estructura del receptor GPR30 acoplado a proteínas Gs con actividad estrogénica. GPR30 tiene un 
extremo N terminal extracelular, siete hélices α transmembranales, 3 asas de unión a ligando, 3 o 4 asas 
citosólicas que participan en la unión a proteínas G y un extremo C terminal unido a la membrana mediante 
adición de lípidos y que también participa en la unión a proteínas G (Adaptado de Khalil et al, 2013). 

 

 

El GPR30 no está estructuralmente relacionado con el ER-α o ER-β pero une al 

E2 con alta afinidad a concentraciones nanomolares (Prossnitz et al, 2008). Se 

expresa en el tejido óseo humano, en tejidos cardiovasculares (miocardio, 

endotelio vascular y células de musculo liso vascular), en túbulos renales, así 

como en células exocrinas del tracto gastrointestinal (Ford et al, 2011, Hofmeister 
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et al, 2012, Isensee et al, 2009). Es interesante que el antagonista para el ER-α 

como el ICI182,780 y antagonistas del ER-α y β como el Tamoxifeno, producen 

acciones agonistas en GPR30 (Meyer et al, 2010, Prossnitz et al,2007). Otro 

agonista de GPR30  que se ha documentado es el G-1 (Bologa et al, 2006). 

También se han sintetizado antagonistas para este receptor como los compuestos 

G15, G36 (Dennis et al, 2011) y MIBE (Lappano et al, 2012). 

 

El GPR30 se ha identificado en la membrana de células HEK293 epiteliales 

renales humananas (Filardo et al, 2007, Cheng et al, 2011), en algunas neuronas 

(Funakoshi et al, 2006) y en células MCF-7 de carcinoma humano mamario (Mo 

et al, 2013). 

 

 

1.10 MECANISMOS DE SEÑALIZACIÓN ATRAVES DEL RECEPTOR DE 
ESTRÓGENO METABOTRÓPICO GPR30 Y SU PAPEL EN LA 
PROLIFERACIÓN. 
 

Se ha demostrado que el E2 estimula la proliferación de células MCF-7  a través 

de la activación de GPR30, permitiendo la transactivación del receptor del factor 

de crecimiento epidérmico (EGFR) (Mo et al, 2013). 

La transactivación del EGFR conduce a la activación de la vía ras-MAP-cinasa y 

transcripción de genes, lo que induce a la proliferación y la migración de células 

de cáncer (Filardo et al, 2000, Maggiolini et al, 2010). Sin embargo hay estudios 

que sugieren que GPR30 inhibe la proliferación de células de cáncer de mama 

con receptores de estrógeno positivo (ER+) (Ariazy et al, 2010, Li et al, 2010). 

Entre las acciones rápidas que resultan de la activación de GPR30 y la 

transactivación del EGFR se encuentran la regulación positiva de genes que 

codifican para proteínas implicadas en la proliferación celular y la migración como 

el factor de crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF), c-fos, Egr1 y la ciclina D1 
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(Pandey et al, 2009, Vivacqua et al, 2012, Albanito et al, 2007, Cui et al, 2011, Fu 

et al, 2004, Xiao et al, 2005). 

 

1.11 SEÑALIZACIÓN MEDIANTE RECEPTORES CITOSÓLICOS CON 
RECEPTORES CON ACTIVIDAD TIROSINA CINASA.  
 

Los receptores estrógeno están implicados en la inducción de vías de señalización 

no genómicas, también denominadas extra-nucleares, donde el receptor de 

membrana GPR30 y el ER-α anclado en la membrana plasmática o en sus 

proximidades, pueden interactuar con  receptores tirosina cinasa (RTKs) y activar 

varias vías de señalización corriente abajo, entre las más importantes están la 

PI3K/AKT/mTOR y la Raf/ERK/MAPK (García R. et al, 2013).  

 

1.11.1 Vía PI3K/AKT/mTOR 
 

La vía de señalización  de la fosfatidilinositol- 3-cinasa (PI3K)/proteína cinasa B 

(AKT)/ blanco de rapamicina en mamíferos (mTOR) es un regulador clave de la 

proliferación celular y supervivencia (Manning B. et al, 2007).  

La enzima PI3K es un heterodímero que consiste de dos subunidades, una 

catalítica (p110) y una reguladora [p85] (Graupera et al, 2008). 

La enzima PI3K es activada en respuesta a la señalización tanto de los RTKs 

como de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), y su activación es de 

mayor potencia con el receptor del factor de crecimiento semejante a insulina 1 

[IGF-1R] (Adams JR et al, 2011).  

Esta enzima PI3K fosforila al fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato (PIP2) para producir 

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), a su vez,  PIP3 recluta a AKT en la 

membrana plasmática, la cual es fosforilada y activada por la cinasa dependiente 

de fosfoinositol 1 (PDK1), la enzima AKT activa al blanco de rapamicina de 

mamífero (mTOR), esta cascada de eventos es crítica para la progresión del ciclo 

celular (Gewinner C. et al, 2009).   
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La vía señalización PI3K/AKT/mTOR induce la actividad transcripcional del ER-α 

independiente de E2, por lo tanto, promueve la proliferación celular en ausencia 

de E2 (Geisler J. et al, 2008).   

El ER-α promueve la transcripción de varios genes que codifican efectores 

corriente arriba de la vía PI3K/AKT/mTOR, incluyendo, RTKs y sus ligandos así 

como proteínas adaptadoras (Miller T. et al, 2011).  

 

1.11.2 Vía Raf/MEK/ERK 
 

La vía Raf/MEK/ERK, también es conocida como vía de la proteína cinasa 

activada por mitógeno (MAPK), en forma similar a la vía PI3K, transmite señales 

desde los RTKs y  GPCRs de la membrana plasmática hacia factores de 

transcripción (Henson S. et al, 2006).  

Se conocen tres vías MAPK pero la más relevante en cáncer de mama es en la 

que participan las enzimas MEK1/2 y ERK1/2  El módulo de las tres cinasas 

(Raf/MEK/ERK) es importante para el desarrollo fisiológico normal y también para 

la carcinogénesis  (Poulikakos P. et al, 2011).  

 

1.11.3 Vías de señalización por receptores del factor de crecimiento 
epidérmico. 
 

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, ERBB) pertenece a la 

superfamilia de receptores localizados en la membrana plasmática que presentan 

actividad tirosina cinasa intrínseca y tiene un papel crucial en la proliferación y 

supervivencia de las células de cáncer de mama. (Normanno N. et al, 2006)  

La familia del EGFR está representada por cuatro miembros: EGFR (HER1 o 

ERBB1), HER2 (ERBB2), HER3 (ERBB3) y el HER4 (ERBB4). Cuando los 

ligandos  se unen al dominio extracelular de EGFR, HER3 y HER4, se induce la 

formación de homo y heterodímeros, Aunque HER2 no tiene ligando conocido, 

tiene una conformación que favorece su dimerización con HER1 (Citri et al, 2006).   
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En la activación por ligandos de los receptores HER2 y EGFR, se induce su 

transfosforilación y se activan las vías intracelulares corriente abajo, entre las más 

caracterizadas están la Raf/ERK/MAPK y la PI3K /AKT/mTOR que median la 

proliferación y supervivencia en células de cáncer de mama [Figura 7] (Yarden Y.; 

Pines G., 2012).  

En células MCF-7, las vías de señalización  MAPK y PI3K/AKT procedentes de  

EGFRs activados por ligando, como HER2, pueden fosforilar al ER-α y activarlo 

de manera independiente de ligando. Estas mismas cinasas también pueden 

fosforilar y activar a coactivadores del ER-α, como a SRC-3 (también conocido 

como AIB1 (amplificados en cáncer de mama). Esto resulta en la activación de la 

actividad transcripcional alternativa del ER-α que depende principalmente de sitios 

de AP-1 en el DNA (Wang Y. et al, 2008).   

 

 

Figura 7.  Interacción entre las vías de señalización del ER-α y HER. En presencia de la señalización de 
receptores del factor de crecimiento, las cinasas activadas corriente abajo (AKT y MAPK) estas fosforilan al 
ER-α y a sus coactivadores potenciando y modulando la actividad transcripcional del ER-α. Además, la 
actividad de los ER anclados o cerca de la membrana plasmática se incrementa para llevar a una mayor 
actividad de la vía HER por interacción directa o indirecta con los receptores HER y proteínas G. (Adaptado 
de Gaben A. et al, 2012). 

La señalización del E2 independiente de ligando también puede aumentar la 
expresión de factores de crecimiento como la del factor de crecimiento semejante 
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a insulina 1 (IGF1) lo cual, refuerza la respuesta proliferativa en las células de 
cáncer de mama (Giulianoa M. et al, 2013).   

 

1.11.4 Vías de señalización por receptores del factor de crecimiento 
semejante a insulina (IGF-1R). 
 

La unión del factor de crecimiento semejante a insulina 1 y 2 (IGF-1 y IGF-II 

respectivamente) activan vías de señalización intracelulares que regulan la 

proliferación y la supervivencia (Figura 8).  El receptor IGF-1R es un receptor 

transmembranal con actividad tirosina cinasa que funciona como homo o 

heterodímero con el receptor de insulina I. Cuando el IGF1 se une al IGF-1R se 

inducen dos diferentes vías de señalización, la vía Shc/Ras/Raf/MAPK y la vía 

PI3K/AKT/mTOR, llevando a una proliferación acelerada (Manning B. et al. 2007). 

 

 

 

Figura 8. Interdependencia entre las vías de señalización del receptor semejante a insulina 1 (IGF-1R) y la 
del  el receptor del estrógeno (ER-α). La unión de ligando al IGF1R activa las vías de señalización PI3K/AKT 
y la MAPK (Adaptado de Gaben A. et al, 2012). 
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La unión del ligando al IGF-1R activa las vías de señalización PI3K/AKT y la 
MAPK. En forma semejante a lo que sucede con las vías de señalización de 
receptores del factor de crecimiento epidérmico, a través de las vías PI3K/AKT Y 
MAPK se fosforila al ER-α o a sus coactivadores para modular la actividad 
transcripcional del ER-α independiente y dependiente de ligando. A su vez, el ER-
α transcribe genes que codifican los componentes de las vías de señalización del 
IGF-1R, completando así el ciclo de señalización del IGF-1R al ER-α y hacia el 
IGF-1R (Gaben A. et al, 2012). 

 

 

2. JUSTIFICACION  

 

En las células de tumores mamarios existen alteraciones en múltiples vías de 

señalización que originan la desregulación de la proliferación y disminuyen la 

apoptosis. Los estrógenos tienen importantes efectos estimuladores sobre la 

proliferación, por lo que el uso de estos compuestos en poblaciones de mujeres 

con riesgo de tumores malignos limita su uso. Por lo que es importante desarrollar 

agentes terapéuticos más seguros para la terapia de remplazo hormonal (TRH). 

Por sus efectos anticoagulantes, los 17β-aminoestrógenos son fármacos 

prometedores para su inclusión en la TRH y sin posibles riesgos de producir 

efectos trombóticos. Sin embargo, no se han documentado aún sus efectos en 

líneas de tumores malignos que respondan a estrógenos. 

Por lo anterior, es necesario evaluar las propiedades estrogénicas de los 17β-

aminoestrógenos en la proliferación de células MCF-7, para seleccionar aquel que 

sea más seguro y con mejor potencial terapéutico. 

 

2.1 HIPÓTESIS 

 

Si el E2 produce efectos bifásicos en la proliferación de las células MCF-7 de 

carcinoma mamario humano, entonces los aminoestrógenos presentarán efectos 

similares, incrementarán la fase S del ciclo celular e inducirán la expresión del gen 

CCND1 con menor magnitud que el E2. 
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2.2 OBJETIVOS 

 

2.2.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los parámetros farmacodinámicos de los aminoestrógenos prolame, 

butolame y pentolame en la proliferación de células MCF-7 de carcinoma mamario 

humano. 

 

2.2.3 OBJETIVOS ESPECÌFICOS  

 

1. Comparar la actividad farmacológica de E2 y de los AEs prolame, butolame y 

pentolame sobre la proliferación de las células MCF-7 a través de ensayos in vitro 

en el modelo MTT. 

2. Obtener los parámetros farmacológicos de concentración efectiva 50 (CE50), 

concentración inhibitoria 50 (CI50), eficacia proliferativa relativa (RPE) y potencia 

proliferativa relativa (PPR) de prolame, butolame y pentolame en un sistema in 

vitro en condiciones estrogénicas y no estrogénicas. 

3. Evaluar el efecto de prolame, butolame y pentolame sobre la distribución del 

ciclo celular por medio de citometría de flujo. 

4. Evaluar el efecto de prolame, butolame y pentolame sobre la expresión de 

ciclina D1 por PCR en tiempo real. 

5. Determinar el potencial estrogénico de los tres AEs en la proliferación de células 

MCF-7 y proponer el más adecuado para estudios preclínicos posteriores. 
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3. METODOLOGÍA  

 

3.1 REACTIVOS 

Los reactivos utilizados en este estudio son: 17β-estradiol (E2; 1,3,5(10)-

estratrien-3,17β-diol) el cual se obtuvo comercialmente de Sigma Chemical (St. 

Louis, MO). Prolame (17β-(3-hydroxy-1-propylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol), 

butolame 17β-(4-hydroxy-1-butylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol) y pentolame 

(17β-(5-hydroxy-1-pentylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol) que fueron sintetizados 

por métodos previamente reportados (Lemini et al, 1993, Fernández et al, 1983) 

 

Para los ensayos se usaron placas de 96 pozos (Falcon), medio Eagle modificado 

de Dulbecco (Sigma), suero fetal bovino (SFB) deGibco, aminoácidos no 

esenciales (Gibco), piruvato de sodio, (Gibco), solución de 

penicilina/estreptomicina (Gibco), ICI 182,780 (Sigma), Azul de Trypan (Sigma), 

Ioduro de Propidio (PI) (Sigma), RNAsa A (Sigma) y Tripsina (Gibco). 

Finalmente, se prepararon soluciones en etanol (stocks) a la concentración de 0.1 

M de E2, prolame, butolame y pentolame, a partir de las cuales se realizaron 

diluciones con medio de  cultivo  para alcanzar  las  siguientes  concentraciones: 

10-15, 10-14,10-13, 10-12, 10-11, 10-10 10-9, 10-8, 10-7 y 10-6 M. La mayor concentración 

de solvente (etanol) en el medio de cultivo fue de 0.01% (v/v). 

 

 

3.2 TRATAMIENTO DEL SUERO FETAL BOVINO CON CARBÓN-DEXTRÁN 

PARA ELIMINAR HORMONAS ESTEROIDES (Stanley et al, 1997). 

 

El suero fetal bovino (SFB) fue enfriado en hielo y se agitó durante 30 minutos a 

0oC. Se preparó una suspensión acuosa de carbón (Norit A lavado en ácido) al 

10% p/v y Dextrán T-70 al 0.05% p/v. Por cada 100 ml de SFB se le adicionaron 

5 ml de la suspensión acuosa carbón-dextrán, se ajustó el pH a 4.2 con HCL 4 N 

y se agitó durante 24 h a 4o C. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 3400 rpm 

a 4o C por 30 minutos. El sobrenadante se ajustó a pH 7.2 con NaOH 4 N. Se filtró 

a través de una membrana de 0.45 m estéril hasta que perdió el color negro. 
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Después se filtró con membrana de 0.22 m estéril y se congeló a -20oC hasta su 

uso. El suero fetal bovino que resulta de este tratamiento se le denominó SFB 

C/D. 

 

3.3 TIPOS DE MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO  

 

Medio de cultivo para condiciones estrogénicas: Medio Dulbecco Modificado 

de Eagle (DMEM) con rojo fenol, alto en glucosa, suplementado con 10% (V/V) de 

SFB con complemento inactivado por calor, 1% (v/v) amino ácidos no esenciales, 

1% (v/v) piruvato de sodio y 1% (v/v) de solución de penicilina/estreptomicina 10 

mg/L. 

 

Medio de cultivo para condiciones no estrogénicas: DMEM sin rojo fenol, alto 

en glucosa, suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bobino tratado con carbón-

dextrán (SFB C/D) con complemento inactivado por calor, 1% (v/v) amino ácidos 

no esenciales, 1% (v/v) piruvato de sodio y 1% (v/v) de solución de 

penicilina/estreptomicina 10 mg/L. 

Medio de arresto: Medio DMEM sin rojo fenol suplementado con 0.5% de SFB 

C/D y 10 nM de ICI 182,780 el cual es un antagonista de los ERs α y β y se utiliza 

para inducir arresto en fase G1 del ciclo celular. 

 

3.4 LÍNEA CELULAR  

 

La línea celular de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 fue obtenida de 

American Type Culture Collection (ATTC Number HTB-22).  

Las células fueron cultivadas en botellas de 50 cm2 de área de cultivo (Nunc), a 

37ºC, en atmosfera humidificada y con inyección de CO2 al 5% (máximo de 15 

pases). Rutinariamente las células fueron crecidas en medio estrogénico y 

posteriormente incubadas con el medio de cultivo correspondiente para cada tipo 

de ensayo. Para los ensayos de citometría de flujo y de PCR en tiempo real, las 
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células fueron sincronizadas en medio de arresto por 12 horas y lavadas para 

después ser incubadas en medio no estrogénico. 

Las células fueron desprendidas de la caja por tripzinización (solución de tripsina-

EDTA al 0,25% a 37°C), durante 10 minutos, posteriormente fueron centrifugadas 

para obtención del botón celular. Las células fueron resuspendidas en un volumen 

conocido de medio y su viabilidad fue estimada por el método de exclusión de azul 

tripán en cámara de Neubauer. La viabilidad de las células que se utilizaron en los 

ensayos siempre fue mayor al 90 %. 

 

3.5 ENSAYO DE REDUCCIÓN DE MTT (BROMURO DE 3-(4,5-

DIMETILTIALZOL-2-IL-2,5-DIFENIL TETRAZOLIO) PARA EVALUAR LA 

PROLIFERACIÓN CELULAR DE LAS CÉLULAS MCF-7 

 

Este ensayo se basa en la capacidad de las deshidrogenasas mitocondriales de 

células vivas de reducir la sal de MTT que es hidrosoluble y de color amarillo, a 

formazán de MTT (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 3-3,5-difenilformazan), la cual es 

insoluble en agua y de color purpura. La absorbancia del formazán de MTT es 

proporcional al número de células vivas. 

Después del periodo de exposición a los fármacos, las células se incubaron con 

MTT (0.05%) por dos horas a 37ºC; al finalizar este periodo, el sobrenadante fue 

retirado. Los cristales de formazán fueron disueltos en dimetil sulfóxido (DMSO) y 

su absorbancia fue leída en un lector de microplacas Biotek EL311 a una longitud 

de onda de 570 nm.  

Las células MCF-7 fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 

2500 células por pozo en 200 l, se incubaron a 37° C y 5% CO2 por 12 horas 

para su adhesión. Fueron expuestas al E2 o AEs durante 6 días. Cada 

concentración se evaluó por octuplicado (n=8); las células control sólo recibieron 

medio con 0.01 % (v/v) de etanol. Cada experimento fue realizado al menos tres 

veces. En condiciones estrogénicas se utilizaron las concentraciones de E2 y AEs 

de 10-12 a 10-6 M y para condiciones no estrogénicas se utilizaron las 
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concentraciones E2 de 10-15 a 10-7 M y para los AEs, las concentraciones utilizadas 

fueron de 10-13 a 10-6 M.  

 

3.6 ESTIMACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS MCF-7  

 

Al final de 6 días de exposición a los fármacos, se estimó el porcentaje del efecto 

proliferativo (%EP) de las células tratadas con respecto a las células control de 

acuerdo a la siguiente fórmula: 

 

%EP= ([T/C]-1) x 100 

 

Donde EP= Efecto proliferativo; T= células tratadas, C= células control. 

Los valores de T y C son las lecturas promedio de absorbancia a la longitud de 

onda de 570 nm obtenidos por medio del ensayo de MTT. 

 

 

3.7 ESTIMACIÓN DE LA EFICACIA PROLIFERATIVA RELATIVA (EPR) Y 

POTENCIA PROLIFERATIVA RELATIVA (PPR) DE LOS 

AMINOESTRÓGENOS EN RELACIÓN AL ESTRADIOL.  

 

La Eficacia Proliferativa Relativa (EPR) expresa el efecto proliferativo máximo de 

cada compuesto con respecto al estradiol y se calcula con la fórmula: 

% EPR= EPmáxAEs/EPmáxE2 x 100 

% EPR indica si el aminoestrógeno induce una respuesta proliferativa 

cuantitativamente similar a la obtenida con E2, esto es, un agonista total o una 

respuesta proliferativa menor a la obtenida con E2, es decir, un agonista parcial. 

(Soto et. al. 1995).  

El término de potencia se refiere a la concentración que se requiere para alcanzar 

el 50 % de la proliferación. La Potencia Proliferativa Relativa (%PPR) expresa la 

magnitud de la potencia de cada compuesto en relación al E2. Una PPR de 100 
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indica que la potencia proliferativa del aminoestrógeno es equivalente a la del E2. 

La PPR se calcula con la siguiente fórmula: 

%PPR= EC50E2/EC50AEs x100 

 

A diferencia de Soto et al. 1995, para calcular PPR, en este estudio se utilizó la 

Concentración Efectiva 50 (CE50) en lugar de la concentración Efectiva Máxima. 

 

 

3.8 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LOS COMPUESTOS EN EL CICLO 

CELULAR DE CÉLULAS MCF-7 POR CITOMETRÍA DE FLUJO. 

 

La citometría de flujo es una técnica que permite cuantificar el número de células 

en cada una de las fases del ciclo celular de acuerdo a su contenido de DNA, el 

cual se evalúa a través de la señal emitida por su unión al ioduro de propidio. 

 

Las células MCF-7 (1 X 106) fueron incubadas en cajas Petri de 100 mm de 

diámetro en medio no estrogénico suplementado con 10 % SFB C/D para su 

adhesión a la superficie durante 24 h y después fueron lavadas con PBS. Para su 

sincronización, las células fueron incubadas en medio de arresto por 12 horas. Al 

término de este tiempo, las células fueron nuevamente lavadas e incubadas en 

medio no estrogénico y expuestas a su respectivo tratamiento con E2 o 

aminoestrógenos a la concentración 10-10 M por un periodo de 24 h o 48 horas. 

 

Después del tratamiento con E2 o AEs, las células fueron cosechadas, lavadas 

con PBS frio y, resuspendidas en 1 ml de PBS. Para para su fijación, se agregó 

etanol absoluto frío por goteo hasta alcanzar una concentración final de etanol al 

70 %, fueron agitadas suavemente con el vortex y se incubaron por 12 horas a 

4ºC.  

Después de la fijación las células fueron lavadas dos veces con PBS y el botón 

celular fue resuspendido en 1 ml de solución de Tinción (RNAsa A  0.5 mg/ml, 

ioduro de propidio 10 µg/ml y buffer de citrato de sodio 1.1%) e incubado a 37° C 

en oscuridad durante 1 hora. Las células (104) fueron adquiridas a alta velocidad 
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(100 eventos por segundo) en el citómetro Becton Dickinson FACScan y se leyó 

a 488 nm utilizando el programa Cellquest versión 3.3. Los histogramas de DNA 

se analizaron con el programa Tree Strar Inc Flowjo (Versión 8.7). 

 

 

3.9 EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CICLINA D1 POR MEDIO DE PCR 

EN TIEMPO REAL EN CÉLULAS MCF-7 

 

Las células fueron tratadas de la misma manera que se indicó previamente. La 

expresión de gen CCND1 se evaluó a las 6 horas de exposición con base a la 

cinética que se realizó previamente (ver inciso 3.7, figura 18). Después del 

tratamiento las células fueron lavadas dos veces con PBS frio y se procedió a la 

extracción de RNA. Se agregó 1 mL de Trizol® a la caja Petri y la superficie fue 

raspada con un gendarme, el sobrenadante se pasó a un tubo tipo eppendorf de 

1.5 ml y se agregaron 200 L de mezcla cloroformo:alcohol isoamílico. Se 

centrifugó por 15 minutos, a 4°C a 12,000 rpm. La fase acuosa fue recuperada y 

se le agregaron 500 L de isopropanol, se dejó incubando a -20 ºC toda la noche, 

posteriormente se centrifugó por media hora a 12 000 rpm a 4 ºC. Se eliminó el 

sobrenadante y el botón fue lavado dos veces con etanol al 75% y se dejó secar 

el exceso de etanol. El RNA obtenido fue resuspendido en 50 L de agua estéril 

con 0.01 % de dietil pirocarbonato (DEPC) y se le adicionaron 2 l de inhibidor de 

RNAsas. Para determinar la pureza del RNA se realizaron diluciones de las 

muestras (5 L RNA y 60 L de agua DEPC), se midió la absorbancia a 260 y 280 

nm en el espectrofotómetro y se calculó el cociente entre las longitudes de onda. 

Para los ensayos sólo se emplearon las muestras biológicas que tuvieron un 

cociente entre 1.6 y 3.0. Para comprobar la integridad del RNA, se corrieron 

muestras de los mismos en geles de agarosa al 1 % utilizando una cámara Bio-

Rad Mini-Sub® Cell GT a 100 mV. 

 

Para llevar a cabo la evaluación de la expresión del gen CCND1 que codifica para 

la ciclina D1 en células MCF-7 se utilizó la técnica de PCR en tiempo real.  

Se usó el kit de un solo paso para sintetizar cDNA y amplificar las copias del 

transcrito (SuperScript® III Platimum® SYBR® Green One-Step QRT-PCR).  
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Las secuencias de los iniciadores (primers) que se emplearon aparecen en la 

Tabla I. 

 

Tabla I. Secuencia de iniciadores para la amplificación de los genes CCND1 y GAPDH. 

GEN Iniciador sentido Iniciador anti-sentido 
Ciclina D1 de  Homo 
sapiens (CCND1) 
 

GACCTTCGTTGCCCTCTGT GCGGTAGTAGGACAGGAAGTT

GAPDH de  Homo 
sapiens 
 

AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAAT 

 

 

Para cada tubo capilar de reacción, se utilizó un volumen total de 10 L de una 

mezcla con los componentes que se describen en la Tabla II.  

El control de amplificación contiene todos los reactivos necesarios para la reacción 

de amplificación excepto RNA. Todos los componentes se mezclaron y se 

depositaron con micropipeta en la parte inferior del capilar de reacción. 

 

Tabla II. Componentes de la mezcla de reacción para PCR en tiempo real. 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente se colocaron en un termociclador Corbett con las siguientes 

condiciones de corrida: 50°C/3 min (síntesis de cDNA), 95 °C por 5 min 

(desnaturalización) y cuarenta ciclos de 95°C/15 s (desnaturalización) y 60°C/30 

s (elongación). Los resultados fueron analizados utilizando el programa Rotor-

Gene 6000 Software 1.7. 

 

 

 

 

Componente Volumen

SuperScript® III RT/ Platinum® Taq Mix 0.2 μl 

2X SYBR® Green Reaction Mix    5 μl 

Iniciador sentido (10 μM) 0.2 μl 

Iniciador anti-sentido (10 μM) 0.2 μl 

RNA total (0.5 μg) x μl 

Agua DPEC c.b.p. 10 μl 
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3.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se analizó la significancia estadística entre los grupos empleando un análisis 

unidireccional de la varianza (ANOVA). La significación de las diferencias entre 

los datos de proliferación de células control y las células tratadas se evaluó por el 

método de Dunn o de Dunnett, según fuera necesario (Zar, 1984). El análisis se 

realizó utilizando el programa Sigma Stat 3.1, Copyright 2001. Jandel Corporation. 

Los resultados se expresaron en promedio ± error estándar (EE). Valores de P< 

0.05 se consideraron estadísticamente significativos. Los datos de todos los casos 

son representativos de al menos tres experimentos independientes. Los valores 

de concentración efectiva 50 (CE50) y de concentración inhibitoria 50 (CI50) se 

calcularon a partir de las correspondientes curvas concentración-respuesta. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 CURVAS CONCENTRACIÓN-RESPUESTA DE ESTRADIOL Y 

AMINOESTRÓGENOS. 

 

Después de 6 días de exposición a los fármacos (E2, prolame, butolame y 

pentolame), se estimó el porcentaje del efecto proliferativo (%EP) de las células 

tratadas con respecto a las células control como se describe en el inciso 2.6. Para 

cada compuesto, a partir de su respectiva curva concentración-respuesta se 

determinó la concentración mínima a la que se observa la respuesta máxima 

(Concentracióna) que fue de 10-10 M, con excepción del E2 en condiciones no 

estrogénicas, tuvo un valor fue de 10-11 M. 

La CE50 de E2 (CE50E2) y de los 17β-aminoestrógenos (CE50AE) se calculó 

utilizando las curvas concentración-respuesta con el programa Sigma-Plot (ver 

figura 9). Las concentraciones inhibitorias CI50 de cada compuesto fueron 

obtenidas de las gráficas en fase inhibitoria (ver figura 10). 

 

4.2 CONDICIONES ESTROGÉNICAS 
 

En condiciones estrogénicas tanto el E2 como los AEs tuvieron una respuesta 

proliferativa bifásica (Figura 9). 

 

Figura 9. Respuesta bifásica observada en las curvas concentración respuesta del E2 y AEs bajo condiciones 
estrogénicas (medio DMEM con rojo fenol y suplementado con 10% SFB) a los 6 días de exposición. Los 
porcentajes de proliferación representan el valor promedio ± EE de al menos tres experimentos 
independientes (n=3), *P < 0.05.  

A bajas concentraciones (10-12 M a 10-10 M) hubo un aumento de la proliferación 
que alcanzó un máximo a la concentración de 10-10 M. 
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En los intervalos de concentración en donde aumentó la proliferación (10-12 M a 

10-10 M), el E2 tuvo un valor de efecto proliferativo máximo (%EPmáx) de 179% 

con respecto al control y una CE50 de 5.7 X10-12 M. Por su parte, los 

aminoestrógenos tuvieron %EPmáx entre 46 y 48% (ver tabla III). Los valores de 

CE50 de los AEs fueron de mayor magnitud con respecto al E2, pero similares entre 

sí (de 3.5 a 3.8 X10-11 M). Al calcular la magnitud del efecto relativo de los 

aminoestrógenos con respecto al E2, tampoco se observaron diferencias 

significativas entre los porcentajes de eficacia proliferativa relativa (% EPR) y el 

porcentaje de la potencia proliferativa relativa (% PPR) de los AEs. 

 

Tabla III. Parámetros farmacodinámicos del efecto de los aminoestrógenos sobre la proliferación de células 
MCF-7 medidas en condiciones estrogénicas.  

Compuesto Concentracióna %EPmáx CE50 EPR % PPR % 

Estradiol 10-10 179 5.7x10-12 100 100 

Prolame 10-10 48 3.5x10-11 27 17 

Butolame 10-10 47 3.8x10-11 26 15 

Pentolame 10-10 46 3.7x10-11 26 16 

Porcentaje de Efecto Proliferativo Máximo (%EPmáx), Concentración mínima a la cual se alcanza la 
respuesta máxima (Concentracióna), Concentración Efectiva 50 (CE50), Eficacia proliferativa relativa (%EPR) 
y Potencia proliferativa relativa (% PPR). 

 

En contraste, a concentraciones mayores (10-9 M a 10-6 M), todos los compuestos 

indujeron disminución de la proliferación con respecto a la respuesta máxima. En 

el caso del E2, la disminución nunca llego a ser menor que la proliferación de las 

células control; por el contrario los tres AEs inhibieron significativamente la 

proliferación por debajo de los valores de las células control (ver figura 10). El 

prolame fue el compuesto que inhibió en menor magnitud la proliferación (IC50 = 

2.8 x 10-8). El efecto inhibitorio de butolame y pentolame fue similar para ambos 

compuestos (3.2 x10-8 y 3.4 x10-8 M respectivamente) pero de mayor magnitud 

que el prolame. 
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Figura 10. Fase inhibitoria en condiciones estrogénicas de E2 y AEs. Los porcentajes de proliferación para 
cada punto representan el valor promedio de tres experimentos independientes (± EE), *P < 0.05. 

 

Paradójicamente, butolame y pentolame presentan una mayor inhibición, a la 

concentración 10-7 M (59 y 55 % que a la concentración de 10-6 M (39 y 33 % 

respectivamente). Esta aparente discrepancia podría ser el resultado de 

interacciones entre componentes del medio y los compuestos, como se indica más 

adelante (inciso 4.4). 

 

4.3 CONDICIONES NO ESTROGÉNICAS. 
 

En condiciones no estrogénicas el E2 y los AEs tuvieron una respuesta proliferativa 

bifásica similar a la que se observó en condiciones estrogénicas, pero de diferente 

magnitud (figura 11). 

 

Figura 11. Curvas concentración-respuesta del E2 y AEs en condiciones no estrogénicas. Los porcentajes de 
proliferación para cada punto representan el valor promedio de al menos tres experimentos independientes 
(± EE). 

 

El E2 aumentó la respuesta proliferativa entre las concentraciones 10-15 M y  10 -

11 M, teniendo un porcentaje de proliferación máxima (%EPmáx) de 64 % y una 

CE50 de 5.5 X10-13 M (ver figura 11). En el caso de los aminoestrógenos, el 

butolame fue el compuesto más eficaz con un valor de EPR de 69%; sin embargo 
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no se observaron diferencias entre los EPR de prolame y pentolame (64% y 65% 

respectivamente). En cuanto a potencia, el butolame fue el más potente con una 

PPR de 13%, seguido por prolame (10%.) y por el pentolame (8%). 

Aunque los valores de %EPmáx, %EPR y %PPR fueron similares para los tres 

aminoestrógenos y no hubo diferencias estadísticamente significativas, butolame 

fue el que presentó los valores más altos. 

Tabla IV. Parámetros farmacodinámicos del efecto de E2 y los AEs sobre la proliferación de células MCF-7 
medidas estimadas en condiciones no estrogénicas.  

Compuesto Concentracióna %EPmáx CE50 % EPR % PPR

Estradiol 10-11 64 5.5x10-13 100 100 

Prolame 10-10 41 5.4x10-12 64 10 

Butolame 10-10 44 4.1x10-12 69 13 

Pentolame 10-10 42 7.0x10-12 65 8 

Porcentaje de Efecto Proliferativo Máximo (%EPmáx), aConcentración mínima a la cual se alcanza la 
respuesta máxima (Concentración), Concentración Efectiva 50 (CE50), Eficacia proliferativa relativa (%EPR) 
y Potencia proliferativa relativa (% PPR). 

 

A concentraciones mayores (10-10 M a 10-7 M), la respuesta proliferativa del E2 

disminuyó pero no hubo una respuesta inhibitoria por debajo del control, por lo 

que no se estimó la CI50 (figura 12). En el caso de los AEs solo se observaron 

efectos inhibitorios a la concentración de 10-6, siendo el butolame el que produjo 

la mayor inhibición (CI50 = 9.8 x10-8 M), seguido del prolame (CI50 = 4.3 x10-8 M) y 

finalmente el pentolame (CI50 = 1.8 x10-8 M). 

 

 

Figura 12. Fase inhibitoria en condiciones no estrogénicas de E2 y AEs (medio DMEM sin rojo fenol y 
suplementado con 10% SFB C/D). Los porcentajes de proliferación representan el valor promedio ± EE de 
tres experimentos independientes. 
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4.4 COMPARACIÓN DE PARÁMETROS FARMACODINÁMICOS EN LAS DOS 
CONDICIONES DE CULTIVO. 
 

El efecto proliferativo máximo (%EPmáx) del E2 fue casi tres veces mayor en 

condiciones estrogénicas (179 %) que en las no estrogénicas (64 %), lo que 

sugiere que la presencia de diversos componentes del suero potencian 

notablemente la eficacia del E2. En contraste, el %EPmáx producido por los AEs 

fue similar en ambas condiciones. 

Los valores relativos de eficacia de los AEs con respecto a E2, (%EPR) fueron 

sustancialmente distintos debido a las diferencias de %EPmáx del E2, para cada 

una de las condiciones. Esto no permite establecer una equivalencia comparativa 

entre los parámetros de eficacia de los AEs calculados en cada una de las 

condiciones. 

En condiciones estrogénicas, los AEs tuvieron %EPRs menores 

(aproximadamente del 25 %), que los observados en condiciones no estrogénicas 

(66 %). Es decir que la eficacia relativa de los AEs es 2.5 veces mayor en 

condiciones no estrogénicas que en condiciones estrogénicas. 

 

Tabla V. Comparación entre condiciones estrogénicas y no estrogénicas.  

 

Parámetros farmacodinámicos del efecto de estradiol y los aminoestrógenos en células MCF-7. 

 

Con respecto a la potencia, en condiciones no estrogénicas se observaron los 

efectos de E2 desde concentraciones mucho menores (10-15 M) que las 

observadas en concentraciones estrogénicas (10-12 M). Esto podría deberse a que 

en ausencia de sustancias estrogénicas, el E2 no compite con otras sustancias 

por la ocupación de sus receptores. 
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Las CE50 en condiciones no estrogénicas fueron 10 veces menores que las 

observadas en condiciones estrogénicas. Sin embargo la magnitud de las PPR de 

los AEs, guardaron proporción con el E2 en las dos condiciones experimentales. 

Al igual que la eficacia relativa, en la potencia relativa tampoco podemos 

establecer una equivalencia comparativa entre los parámetros de cada condición. 

Por otra parte, en la fase de inhibición de la proliferación, los resultados en 

condiciones estrogénicas fueron inconsistentes (ver inciso 4.2), ya que a menor 

concentración hubo mayor inhibición (tabla VI). Así mismo, en condiciones no 

estrogénicas, a la concentración de 10-7 M, las células proliferaron por arriba del 

control, mientras que a la concentración de 10-6 M, la magnitud de la inhibición fue 

mayor que la observada en condiciones estrogénicas. 

 

Tabla VI. Porcentaje del efecto proliferativo de E2 y los AEs sobre la proliferación de células MCF-7 a las 
concentraciones de 10-7 M y 10-6 M en condiciones estrogénicas y no estrogénicas.  

 Condiciones estrogénicas. Condiciones no estrogénicas 

Compuesto 
Proliferación  
(% a 10-7 M) 

Proliferación 
(% a 10-6 M) 

CI50 
Proliferación 
(% a 10-7 M) 

Proliferación  
(% a 10-6 M) 

CI50 

Estradiol 79 - - 12 - - 

Prolame -1 -23 2.8 x10-8 6.5 -65.7 4.3 x10-8 

Butolame -59 -39 3.2 x10-8 13.0 -35.0 9.8 x10-8 

Pentolame -55 -33 3.4 x10-8 23.2 -49.0 1.8 x10-8 

Los valores con valor negativo representan la inhibición del crecimiento con respecto al control. Concentración 
Inhibitoria 50 (CI50) que se extrapoló de la curva concentración respuesta de las figuras 10 y 12. 

 

4.5 ESTANDARIZACIÓN DEL EFECTO DEL E2 Y AEs SOBRE LA INDUCCIÓN 
A LA FASE S DEL CICLO CELULAR. 
 

En la figura 13A se muestra el histograma de las células asincrónicas en medio 

suplementado con 10% de SFB C/D, donde se observa que el porcentaje de 

células en la fase G1 es del 64% y el porcentaje de células en fase S es del 30%. 

Para evaluar los efectos estrogénicos de los compuestos en la inducción de la 

síntesis de DNA (entrada de las células a la fase S), las células fueron 
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sincronizadas en la fase G1 (arresto celular G1) en el medio de arresto como se 

describe en el inciso 2.3. En esta condición, aumentó el porcentaje de células en 

la fase G1 a 93 % y disminuyó en porcentaje en fase S a 6% (figura 13 B). Después 

del arresto, las células fueron lavadas con medio e incubadas en condiciones no 

estrogénicas por 24 y 48 horas (figura 13 C y D respectivamente). En el caso de 

las células control se observó que, a las 24 horas después del arresto, el 

porcentaje de células en fase S se incrementó a 8%, mientras que a las 48 horas 

llegó a 14%. Para calcular la eficacia de los compuestos, se comparó el porcentaje 

de la fase S  de células tratadas menos el porcentaje de la fase S de células control 

para cada tiempo (ver tabla VI). 

 

 

 

Figura 13. Estandarización de condiciones para la sincronización de células MCF-7 en fase G1. (A)  Células 
asincrónicas crecidas en medio DMEM con rojo fenol y 10% de SFB por 12 horas; (B) células arrestadas con 
medio DMEM sin rojo fenol, 0.5% SFB C/D y 10 nM de ICI 182, 780 por 12 horas; (C) células incubadas 
durante  24 horas en condiciones no estrogénicas en medio DMEM sin rojo fenol y 10%  SFB C/D después 
del arresto en G1; y (D) células incubadas durante  48 horas en condiciones no estrogénicas en medio DMEM 
sin rojo fenol y 10%  SFB C/D después del arresto en G1. Los porcentajes de cada fase representan el valor 
promedio ± EE de tres experimentos independientes. 
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4.6 EFECTO DEL E2 Y AEs SOBRE LA FASE S DEL CICLO CELULAR A 24 Y 
48 HORAS DE EXPOSICIÓN.  
 

En la figura 14 se observan los histogramas que muestran los resultados 

obtenidos en la distribución del ciclo celular después de 24 y 48 horas de 

tratamiento con E2 y los AEs. Para todos los compuestos, se eligieron estos 

tiempos debido a que el tiempo de duplicación de las células MCF-7 es de 

aproximadamente de 24 horas y la concentración seleccionada fue de 10-10 M, 

debido a que esta fue la concentración mínima a la que se observó el efecto 

proliferativo máximo en los ensayos de MTT. 
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Figura 14. Efecto de E2 y AEs (10-10 M) en la inducción del ciclo celular de células MCF-7 arrestadas en fase 
G1. Los histogramas representan el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular; a las 24 y 48 horas. 
Los porcentajes de cada fase representan el valor promedio ± EE de tres experimentos independientes. 
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Figura 15. Efecto del E2 y los AEs prolame, butolame y pentolame sobre la fase S del ciclo celular en células 
MCF-7. Los histogramas representan el porcentaje de eventos de células individuales en la fase S del ciclo 
celular a las 24 horas (A)  y a las 48 horas de exposición a los compuestos. Los porcentajes de la fase S 
representan el valor promedio de tres experimentos independientes.*P < 0.05, **P< 0.01.   

 

El E2 indujo el mayor incremento del porcentaje de células a la fase S del ciclo, 

que fue del 25 % a las 24 horas y 26% a las 48 horas (ver Figura 15 y tabla VII), 

es decir que el efecto no aumentó en el tiempo. En contraste, los aminoestrógenos 

tuvieron efectos menores, pero su magnitud se incrementó a las 48 horas como 

consecuencia del aumento de células en la fase S del ciclo celular. 

 

Tabla VII. Efecto del E2 y AEs sobre la inducción de la fase S y la estimación de la eficacia proliferativa 
relativa (EPR) a las 24 y 48 horas de exposición.  (T-C) representa el incremento de la fase S con respecto 
al control que se obtiene restando el valor del incremento total de cada tratamiento en la fase S (T) al 
incremento de la fase S del control (C). *P < 0.05, **P< 0.01. 

Tratamiento 

24 HORAS 48 HORAS

FASE S (%)  (T-C) % EPR (%) FASE S (%)  (T-C) 
EPR 
(%) 

CONTROL  8 ± 0.4 - - 14 ± 1.5 - - 

ESTRADIOL 33 ± 2.6** 25 100 40 ± 4.4** 26 100 

PROLAME 16 ± 2.4* 8 32 24 ± 1.3* 10 38 

BUTOLAME 20 ± 1.6* 12 48 28 ± 2.2* 14 54 

PENTOLAME 15 ± 2.3* 7 28 23 ± 3.3* 9 35 

 

Los resultados de citometría de flujo (ciclo celular) fueron consistentes con los 

ensayos de MTT. Los %EPR calculados a las 24 horas fueron de 48 % para 
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butolame, 32% para prolame y 28 % para pentolame. A las 48 horas, la magnitud 

de los %EPRs aumentó, pero el orden de eficacia y potencia se mantuvo. 

En este modelo, el butolame fue el aminoestrógeno más activo y produjo una 

eficacia de proliferación relativa (%EPR) del 48 % a las 24 horas y del 54 % a las 

48 horas. El prolame tuvo una EPR de 32 % a las 24 horas y del 38 % a las 48 

horas, mientras que pentolame fue el compuesto menos activo con un EPR de 28 

% a las 24 horas y del 35 % a las 48 horas. 

Aunque los aminoestrógenos tuvieron un mayor efecto a las 48 horas, el cálculo 

de la eficacia en este sistema es más representativo a las 24 horas porque tiene 

menos variabilidad. 

 

 

4.7 EFECTO DEL E2 Y DE LOS AEs SOBRE LA EXPRESIÓN DE LA CICLINA 
D1 EN CÉLULAS MCF-7. 
 

Mediante ensayos de PCR en tiempo real (RT-PCR) se cuantificó la expresión del 

gen CCND1 que codifica para la Ciclina D1 en células MCF-7. Se eligió la 

concentración de 10-10 M para todos los compuestos, debido a que en esta 

concentración se observó un efecto máximo proliferativo en los ensayos de MTT. 

El curso temporal se determinó a través de una cinética a las 3, 6, 9, 12 y 24 horas 

de exposición a la concentración de 10-10 (figura 16). 
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Figura 16. Expresión del gen para ciclina D1 inducida a 3, 6,12 y 24 horas de exposición a E2 (10-10 M) en 
condiciones no estrogénicas. El gen de la GAPDH se utilizó como gen de referencia para calcular la Ct. 
Diferencias significativas en relación con control * P< 0.05. 

 

En la figura 16 se observa que el E2 aumentó la expresión del gen CCND1 con 

respecto a las células control en los diferentes tiempos de incubación de la 

siguiente manera: A las 3 horas se observó un incremento de 2.7 veces, sin 

embargo, los datos tuvieron mayor dispersión (±1.1 E.E.) que no alcanzó 

significancia estadística con respecto al control. Después de 6 horas se 

incrementó significativamente 4 veces, a las 12 horas el incremento fue de 5.4 

veces con significancia estadística, pero a las 24 horas disminuyo a 1.8 veces. 

Esta disminución de la expresión del gen CCND1 a las 24 horas puede ser el 

resultado de la disminución del número de células en las fases G1 y S, lo que en 

consecuencia disminuye la expresión de la ciclina D1. 

Debido a que la dispersión de los datos fue menor a las 6 horas de incubación con 

E2, este tiempo fue seleccionado para evaluar la expresión del gen CCND1 

inducido por los AEs. 
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Figura 17. Expresión del gen para ciclina D1 inducido a las 6 horas de exposición a E2 o a prolame, butolame 
o pentolame (10-10 M). El gen de la GAPDH se utilizó como gen de referencia para calcular la CT. En 
condiciones no estrogénicas, el E2 y los AEs aumentaron significativamente la expresión del gen de la ciclina 
D1. Diferencias significativas en relación con control. * P< 0.05. 

 

En la figura 17 se observa que el E2 incrementó significativamente 3.4 veces la 

expresión del gen CCND1 con respecto a las células control. Los tres 

aminoestrógenos incrementaron significativamente la expresión de este gen con 

respecto al control de la siguiente manera: prolame 4.6 veces, butolame 5.2 veces, 

y pentolame 4.1 veces. 

Los aminoestrógenos tuvieron una mayor inducción significativa del gen CCND1 

que la que se obtuvo con el E2. 
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5. DISCUSIÓN 

 

Los ensayos in vitro de proliferación de células MCF-7 de carcinoma mamario 

humano son los más utilizados para determinar las propiedades estrogénicas de 

compuestos (Wang et al, 2012). Este ensayo también es un indicador del efecto 

de xenobióticos en el crecimiento de tumores dependientes de estrógeno, que es 

un efecto adverso grave de los estrógenos utilizados en la TRH. 

En condiciones no estrogénicas se observó que los valores de las respuestas 

tenían una mejor correspondencia con las curvas concentración respuesta, tanto 

en la fase de aumento proliferativo, como en la fase de inhibición. 

La magnitud de eficacia proliferativa del E2 en condiciones no estrogénicas (64 %) 

fue casi tres veces menor que la observada en condiciones estrogénicas (179 %). 

En contraste la eficacia de los aminoestrógenos fue similar en las dos condiciones 

experimentales.  

La mayor magnitud en la respuesta proliferativa en condiciones estrogénicas 

puede deberse a que el ER-α activado por el E2 interactúa y activa a los receptores 

de crecimiento con actividad tirosina cinasa como el IGF-1R y se activan las vías 

de señalización intracelulares como la  PI3K/AKT y la MAPK, estas vías pueden 

fosforilar al RE-α libre de ligando y a sus co-reguladores aumentando su actividad 

transcripcional, lo que resulta en la expresión de más factores de crecimiento y 

sus ligandos (Gaben et al, 2012), esta cooperación entre las vías del ER-α y las 

de RTK potencian la capacidad proliferativa de las células MCF-7.  

En tanto que los resultados semejantes en proliferación obtenidos con los AEs 

tanto en condiciones no estrogénicas como en estrogénicas sugieren que en esta 

última condición, la activación del ER-α por los AEs, no provocan la interacción ni 

la activación de RTKs y por lo tanto, no hay potenciación de la proliferación. 

Las CE50 en condiciones estrogénicas fue 10 veces mayor a las obtenidas en 

condiciones no estrogénicas. Por estas razones los valores de eficacia y potencia 

relativa de los AEs en cada condición no son equiparables. Sin embargo, sus 

parámetros farmacodinámicos son más claros y evidentes en las condiciones no 

estrogénicas. 
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Los ensayos de proliferación por MTT son útiles para identificar compuestos con 

actividad estrogénica y es una prueba  que permitió determinar los parámetros 

farmacodinámicos (%EPmáx, %EPR, CE50 y %PPR) de la serie de compuestos 

homólogos prolame, butolame y pentolame del presente trabajo. 

Se determinó que en las condiciones no estrogénicas, el AE con mayor potencia 

proliferativa fue el butolame (13%), seguido del prolame (10 %) y finalmente el 

pentolame (8 %). El butolame también fue el más eficaz (69 %), pero no se 

observaron diferencias en las EPR de prolame y pentolame (64 y 65 % 

respectivamente). 

En estos bioensayos la respuesta proliferativa solo se observa después de 6 días 

de exposición. A partir de la información generada, se evaluó la eficacia a través 

de ensayos más específicos a tiempos más cortos donde si se observan 

diferencias significativas entre la eficacia de los tres AEs. 

En citometría de flujo las diferencias observadas entre los grupos tratados 

alcanzaron significancia estadística (con respecto al control). El orden de eficacia 

para inducir la fase S del ciclo celular fue semejante al obtenido de las potencias 

proliferativas: butolame>prolame>pentolame. 

Estos resultados fueron consistentes con la expresión del gen CCND1. 

Inesperadamente, la respuesta de los AEs fue mayor que la observada con E2. 

Por el corto tiempo en que se observa la respuesta, los resultados sugieren que 

el mayor efecto de los aminoestrógenos en la síntesis de RNA, podría ser 

consecuencia de acciones no genómicas. 

La señalización rápida no genómica del E2 es mediada por receptores que se 

encuentran en o anclados a la membrana plasmática. En células MCF-7 se 

encuentran anclados a la membrana una subpoblación del ER-α (ER-α66) y su 

isoforma ER-α36. También se encuentra el receptor de estrógeno de membrana 

EPR30. La activación de estos receptores por el E2 causa la activación de las vías 

de señalización rápidas como la MAP, y la PI3K/AKT las cuales son importantes 

en la inducción de la proliferación (Zhiang et al. 2012, Chaudhri et al. 2012). 

De acuerdo a los resultados de este estudio, los AEs podrían utilizar uno o varios 

de estos mecanismos para la inducción de la expresión del gen CCND1 con mayor 
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velocidad que el E2 en células MCF-7, se requieren más estudios para conocer 

dichos mecanismos.  

El cambio del grupo OH en el carbono 17β de la molécula del E2 por una cadena 

lateral  amino-alcohol en los AEs impacta sobre su actividad biológica cambiando 

sus propiedades sobre la coagulación y sus efectos estrogénicos (Lemini et al, 

2013). 

El %EPR se utiliza para clasificar a las sustancias estrogénicas como agonistas 

totales cuando inducen una proliferación relativa al E2 entre 80% y 100%, como 

agonistas parciales del 25% al 80% o débiles cuando la inducción es de 10% al 

25% (Kuch et al, 2010). De acuerdo con esta clasificación, los AEs tienen un 

patrón de actividad como agonistas parciales. 

La clasificación obtenida en este estudio de los AEs como agonistas parciales está 

de acuerdo con estudios previos donde se demostró que los 17-β 

aminoestrógenos prolame, butolame y pentolame son agonistas parciales del ER-

α y del ER-β con baja afinidad y baja potencia en relación a la hormona de 

referencia E2 (Lemus et al, 1998; Jaimez et al, 2000). 

En otros ensayos biológicos, como el modelo in vivo de ratones hembra inmaduras 

y en modelos in vitro de trasfección en células Hela, la magnitud de efecto de los 

AEs tuvo el siguiente orden prolame>butolame>pentolame (Lemni 2000). En ratas 

ovariectomizadas también se observó que el prolame tuvo un efecto mayor que el 

butolame en la disminución de la LH en suero (Jaimez et al, 2000). 

En contraste, nuestros resultados indican que en la proliferación de células MCF-

7, el butolame es el compuesto con mayor potencia y eficacia. 

Estos resultados indican que la actividad estrogénica in vitro en células tumorales 

del pentolame es menor que la del prolame y del butolame. Esto hace pensar que 

el pentolame podría ser un compuesto más seguro en mujeres con predisposición 

a cáncer de mama, por lo que el compuesto podría ser objeto de estudios 

posteriores. 
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6. CONCLUSIONES 

 

En el presente trabajo se evaluó el potencial proliferativo de los aminoestrógenos 

prolame, butolame y pentolame en el crecimiento de células MCF7 de cáncer 

mamario humano. 

Tanto en condiciones estrogénicas como no estrogénicas, el E2 y los AEs 

mostraron comportamiento bifásico en la proliferación que se observa en las 

curvas concentración-respuesta. La actividad de los AEs fue similar en las dos 

condiciones, mientras que la de E2 fue significativamente mayor en condiciones 

estrogénicas que en las no estrogénicas. 

En las condiciones no estrogénicas hay menor variabilidad e interacciones que 

permiten evaluar con mayor precisión los parámetros farmacodinámicos de 

compuestos similares como es el caso de los AEs.  

En estos ensayos, la respuesta proliferativa sólo se observa a partir de los 6 días 

de exposición, mientras que en los ensayos por citometría de flujo se observa 

desde las 24 horas y por PCR en tiempo real desde las 6 horas de exposición. 

Los resultados de los tres distintos tipos de ensayos fueron consistentes entre sí, 

pero sólo la entrada a la fase S del ciclo celular y la expresión de la ciclina D1 

tuvieron diferencias estadísticamente significativas con respecto al control. 

El corto tiempo en que se observan estos dos últimos efectos, sugiere que los 

17β-aminoestrógenos inducen mecanismos no genómicos que impactan en la 

proliferación. 

En cuanto a la potencia, la magnitud de la respuesta de los AEs fue 

aproximadamente 10 veces menor a la del E2, siguiendo el mismo orden de 

actividad que se observó con la eficacia. 

En otros modelos biológicos, como en ensayos de unión al receptor, en el 

crecimiento uterino y en la disminución sérica de la LH, el prolame tiene mayores 

efectos estrogénicos que el butolame y el pentolame Sin embargo, en los tres 

distintos tipos de ensayos realizados con células MCF-7, el AE más activo y más 

potente fué el butolame y el menos activo fue el pentolame.5523148863. 
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Por lo anterior el pentolame podría tener menores efectos adversos en mujeres 

con riesgo de tumores malignos. Dado que no se conoce si la actividad 

estrogénica los AEs puede inducir efectos secundarios, es necesario llevar a cabo 

estudios toxicológicos de estos compuestos para identificar sus posibles efectos 

en humanos y su potencial terapéutico para prevenir o mejorar los síntomas 

posmenopáusicos y enfermedades inducidas por la deficiencia de estrógenos. 
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