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RESUMENRESUMENRESUMENRESUMENRESUMEN

Las progestinas sintéticas son esteroides empleadas para diferentes tipos de cáncer y terapias hormonales, y están
relacionadas con la aparición de daños sobre el ADN. Objetivo: evaluar la actividad antimutagénica del nuevo esteroide
sintético 3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-pregnen-20-ona, que tuvo efecto sobre los niveles de 5-HIAA en cerebro, en estudios
previos. Material y métodos: la actividad antimutagénica se evaluó mediante la prueba de Ames, usando las cepas de
Salmonella typhimurium TA98 y TA100. El rango de concentraciones utilizado fue de 1ng a 1mg. Resultado: el esteroide
evaluado presentó ligera toxicidad en presencia de la máxima concentración (1mg/placa) vs la cepa TA100 y no mostró
actividad mutagénica en las dosis evaluadas en el ensayo biológico. Los resultados sugieren que el nuevo neuroesteroide
sintético 3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-pregnen-20-ona, no posee actividad mutagénica y puede ser considerado un candidato
con nuevas perspectivas en el tratamiento de la salud.
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ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT

Synthetic progestins are used in different types of cancer and hormonal replacement therapy, and in recent studies they
have been linked to DNA adduct formation in steroid therapies. The purpose of the present study was to evaluate the anti-
mutagenic activity of a new synthetic neurosteroid, 3α-acetoxy-5,6-epoxy-16-pregnen-20-one, that altered 5-HIAA levels on
the brain in previous studies. Its anti-mutagenic activity was evaluated by Ames assay using Salmonella typhimurium strains
TA98 and TA100; A range of 1ng-1mg doses were evaluated. It was found that 3α-acetoxy-5,6-epoxy-16-pregnen-20-one
showed slight toxicity against the TA100 strain in the maximum concentration (1mg/plate) and did not show mutagenicity
in this test system with any of the doses evaluated. These results suggest that 3á-acetoxy-5,6-epoxy-16-pregnen-20-one did
not possess mutagenic activity and might be useful as a promising candidate for new applications in human healthcare.

KKKKKeeeeey wy wy wy wy wororororords: ds: ds: ds: ds: antimutagenicity, antiandrogen, neurosteroid, bacterial reverse mutation assay.

os esteroides son biomoléculas con estructura base
del ciclopentanoperhidrofenantreno1. Dos esteroides
derivados del colesterol, son testosterona y progeste-

rona2. La testosterona se convierte en 5α-dihidrotestosterona
por la enzima 5α-reductasa3, provocando varios desórdenes
en el sistema endocrino (SE). Avances recientes han revelado

LLLLL gran variedad de mecanismos celulares inesperados por
los cuales, los esteroides, mejor conocidos como neuroes-
teroides, impactan sobre el perfil sináptico del núcleo
hipotalámico, que resulta crítico para el control de la repro-
ducción4.

El diseño de un nuevo esteroide esta condicionado
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por mecanismos bioquímicos incluidos en la etiología de la
enfermedad. Con respecto a las patologías del sistema en-
docrino, el conocimiento puede ser obtenido con actividad
enzimática y concentración de receptores específicos5. El
mecanismo de algunos esteroides incluye la contribución
de receptores o sitios activos presentes en los carbonos C3,
C16 y C17

6, las trienonas tienen una estructura coplanar que
les permite reaccionar con rapidez con la enzima y al mis-
mo tiempo aumentar la actividad inhibitoria. De aquí que se
logre sintetizar un nuevo esteroide que cumple con las ca-
racterísticas anteriores. Y con el cual, se realizó un estudio
reciente en un modelo animal, observando alteraciones
importantes sobre los niveles del ácido 5-hidroxi-indol acé-
tico (5-HIAA) en cerebro7, principal metabolito del sistema
serotoninérgico.

El acetato de ciproterona (ACP) fue el primer antian-
drógeno usado para el tratamiento de cáncer de próstata y
ha sido relacionado con alteración o daño al ADN, sugiriendo
un incremento en el riesgo para el desarrollo de malforma-
ciones8, además de que la frecuencia en las mutaciones se
ha incrementado con el uso de dosis altas de ACP9. Las
progestinas sintéticas como ACP son usadas en diferentes
tipos de cáncer y terapias de reemplazo hormonal10. ACP
fue reportado por ser genotóxico in vitro en linfocitos humanos,
al generar radicales libres mediante reacción nucleofílica11.
En general, las sustancias mutagé-nicas son capaces de in-
ducir recombinaciones debido a que son estimuladas por
daño al ADN12.

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo y
que no provoque efectos adversos para los desordenes
causados por la enzima 5α-dihidrotestosterona; de aquí la
importancia de evaluar la actividad antimutagénica de un
nuevo esteroide sintético con previa actividad farma-
cológica en cerebro de un modelo animal, que permita
buscar nuevas y efectivas terapias para combatir enferme-
dades andrógenodependientes.

MAMAMAMAMATERIAL Y MÉTTERIAL Y MÉTTERIAL Y MÉTTERIAL Y MÉTTERIAL Y MÉTODOSODOSODOSODOSODOS

Reactivos

Nuevo esteroide sintético (3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-
pregnen-20-ona) figura 1, peso molecular 372.498, fórmula

condensada C23H32O4 y soluble en dimetilsulfoxido (DMSO)
sintetizado por el doctor Eugene Bratoeff, Laboratorio Quí-
mica Farmacéutica, Facultad de Química. UNAM. (Las
sustancias de referencia y los mutágenos fueron obtenidos
de Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO. USA).
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Figura 1. Figura 1. Figura 1. Figura 1. Figura 1. Estructura química de 3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-pregnen-
20-one.
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Sistema de activación metabólica S-9

La fracción del sobrenadante de hígado de rata (S9)
inducido por fenobarbital/5,6-benzoflavona, fue comprado
de Moltox (Molecular Toxicology, Boone, NC, USA). La mez-
cla fue preparada agregando 500 µl de buffer de fosfato
0.2M (NaH2PO4 y Na2HPO4), 130 µl de agua desionizada,
100µl de KCl 0.33M, 80 µl MgCl2 0.1M, 100µl fracción S-
9, 50 µl glucosa-6-fosfato 0.1M y 40 µl NADP 0.1M. La
mezcla fue mantenida en frío durante su uso13.

Ensayo de mutagenicidad

La mutagenicidad de 3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-
pregnen-20-ona fue ensayada con la prueba de
mutagenicidad de bacterias, usando el método de placa,
reportado por Maron y Ames13. En el exprimento, la toxici-
dad fue evaluada como una reducción en el número de
colonias revertantes. Para asegurar que la toxicidad no
interfirió con la respuesta inhibitoria, se utilizó la concentra-
ción más alta del rango de concentración superior. Las
soluciones de 3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-pregnen-20-ona
fueron preparadas en diluciones seriadas usando dime-
tilsulfóxido (DMSO). El control positivo consistió de
2-aminoantraceno (2AA en DMSO, para las cepas TA98 y
TA100 sin fracción S-9). El agar bacteriológico y el caldo nu-
tritivo fueron obtenidos de oxoid (Basingstoke, Hampshire,
England). Una alícuota de 100 µl de suspensión de bacte-
rias cultivadas, 50 µl de solución del esteroide en la
concentración deseada, 500 µl de la mezcla de fracción
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S-9 o buffer de fosfato 0.1M, se agregaron a 2 ml de agar
conteniendo 10% de histidina/biotina 0.5mM para las ce-
pas TA98 y TA100. Las colonias revertantes y células viables
que fueron visibles se contaron en las placas después de
incubarse durante 72 hs a 37ºC. Los experimentos se repi-
tieron por duplicado y cada concentración se evaluó por
triplicado. La respuesta positiva de la prueba fue definida
como un incremento en el número de colonias revertantes
de cada cepa, en presencia o ausencia de la fracción de
activación metabólica.

Análisis estadístico

Todos los valores fueron reportados en promedio α
desviación estándar. Se llevo a cabo análisis de varianza
(ANOVA) con sus respectivos contrastes, y la p<0.05 fue
considerada con diferencias significativas14.

RESULRESULRESULRESULRESULTTTTTADOSADOSADOSADOSADOS

esteroidal la reducción enzimática de enlaces de hidrógeno
de la misma estructura15, es indispensable realizar más
estudios relacionados con neuroesteroides sintéticos, ade-
más, de que existe poca o nula información en este campo.

Respecto a la prueba de mutagenicidad del nuevo
esteroide sintético, 3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-pregnen-20-
ona, en presencia ó ausencia de activación metabólica, no
se indujo actividad mutagénica en las cepas de TA98 y
TA100 de Salmonella Typhimurium, aunque en la cepa de
TA100 se observó ligera toxicidad a la máxima concentra-
ción del esteroide evaluado, sugiriendo que el compuesto
estudiado puede ser utilizado sin riesgo en enfermedades
relacionadas con esteroides de carácter androgénico16.

Por otra parte, debido a que la extrapolación de los
datos experimentales a los humanos es compleja, es nece-
saria la evaluación de la genotoxicidad, ya sea positiva o
negativa. Los estudios in vitro e in vivo con genotoxicidad
positiva, no necesariamente representan un riesgo para los
humanos, pero si resulta negativa, es muy relevante cuando
de trata de esteroides y de fármacos de elevada potencia
en general17. Las concentraciones plasmáticas de este-
roides en humanos son con frecuencia en el rango de
nanogramos o picogramos por ml, por este motivo resulta
complicado determinar el efecto de los niveles plasmáticos
de esteroides en la prueba de genotoxicidad in vivo. No hay
suficientes estudios acerca del daño provocado por la toxi-
cidad y mutagenicidad de nuevos esteroides sintéticos en
hombres, y el presente estudio representa sólo una pequeña
parte de estudios futuros.

En base a los resultados del presente ensayo de
mutación bacteriana, claramente se demostró que el com-
puesto 3α-acetoxi-5,6-epoxi-16-pregnen-20-ona, con y sin
activación metabólica, no presentó actividad mutagénica,
en las cepas TA98 y TA100 de Salmonella Typhimurium.
Este esteroide sintético es un posible candidato para apli-
caciones futuras en la salud.
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(promedio ± DE.)

Conc. µg/placaPrueba
(mutación por desplazamiento)

(vehículo) 31.67 ± 2.52
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(S-9, 500 µl).
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papel clave en la patofisiología de varios desordenes del
cerebro, mediante reacciones de aromatización del anillo A
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