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RESUMEN

Las progestinas han sido disefiadas a imagen de la hormona natural llamada
progesterona. Los anticonceptivos que contienen solo progestina alteran el
equilibrio de las hormonas naturales del organismo femenino y al romper ese
equilibfio bloquean una serie de sefiales quimicas que son esenciales para
completar el ciclo normal de la reproduccién. Las controversias sobre el riesgo y/o
beneficio de la combinacién estrégeno y progesterona con relaciéon a la prevencion
cardiovascular y el riesgo de cancer de mama aun persisten hoy en dia.
Muchas progesteronas prescritas tienen efectos opuestos a los beneficios
generados por los estrégenos sobre el perfil lipidico ya que la progesterona ha
demostrado generar una regulacién en los receptores de estrégeno pudiendo
interferir con la acciébn gendémica del mismo. El cariotipo es un complemento
cromosémico de una célula o de un individuo. A menudo se usa para referirse a la
disposicién de los cromosomas metafasicos en una secuencia de acuerdo a su
longitud y con la posicién del centromero. Se ha reportado que las mujeres usuarias
de estrégenos, tienen un riesgo de cancer de mama de aproximadamente 10% a
los 5 afios de uso. La pregunta a explorar en el presente trabajo es si el 17-acetato
de medroxiprogesterona contribuye a incrementar este riesgo. Para la evaluacion
del dafio citogenético en éste proyecto, se realizaron cultivos de linfocitos in vitro, a
los que se aplicaron diferentes concentraciones de 17-acetato de
medroxiprogesterona y se observaron las metafases, se realizé una comparacién
entre los resultados obtenidos por esta hormona con los de mitomicina C que fue
utilizado como c¢antrol positivo. Los resultados obtenidos fueron gaps y aneuploidia
(trisomia). 17-MPA no induce cambios estadisticamente significativos en el estudio
in vitro de los cromosomas humanos en linfocitos de sangre periférica.
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Curva de concentracion respuesta de mitomicina C. En
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concentraciones en cada tubo.

Control negativo. Los dafios espontaneos observados
se indican en las muestras analizadas sin tratamiento.

Control positivo. La mitomicina C induce alteraciones
citogenéticas a una concentracién de 1 pug/mL.

Tratamiento 1. 17-MPA induce cambios citogenéticas a
una concentracion de 0.022mg/mL (2 veces la dosis del
farmaco).

Tratamiento 2. 17-MPA  produce alteraciones
cromosOmicas al aplicar una concentraciéon de 1.1
mg/mL equivalente a 100 veces la dosis del farmaco.

Tratamiento 3. 17-MPA produce anormalidades que se

encontraron al aplicar una concentracién de 2.2 mg/mL
(200 veces la dosis del farmaco).
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sintéticos y de antigestagenos. Dentro de los derivados de
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medroxiprogesterona.

Biosintesis de las hormonas gonadales. Se indica la via A*
que sigue la pregnenolona por la fase litea para la
formacién de la progesterona, asi como la sintesis de otras
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I. INTRODUCCION

Pocos afios después de la introduccion de los anticonceptivos orales se utilizd ia
administracién parenteral de hormonas esteroideas como un enfoque alternativo
para la anticoncepcién. Una suspensién microcristalina del acetato de
medroxiprogesterona es usada extensamente alrededor del mundo como

anticonceptivo, particularmente en paises en vias de desarrollo.

El acetato de medroxiprogesterona MPA se ha aplicado como anticonceptivo
inyectable trimestral desde aproximadamente mediados de la década de los 70.
MPA es una progesterona sintética que en su forma de depdésito microcristalina se
puede aplicar en inyeccion intramuscular simple, su efectividad es muy alta y su
principal problema, la irregularidad que induce en el sangrado menstrual,

especificamente amenorrea.

El acetato de medroxiprogesterona es un derivado hormonal que tiene propiedades
de polvo cristalino blanco; inodoro, estable al aire, y se libera en una suspension
cristalina a base de agua y el cuerpo la absorbe gradualmente. EI mecanismo
molecular de la accibn del acetato del medroxiprogesterona sintético es

relativamente no especifico y adn sigue en discusion.

En este trabajo se estudiaron los efectos clastogénicos del 17-acetato de
medroxiprogesterona (17- MPA), para contribuir a conocer el dafio al material
genético ocasionado por dicho compuesto. Para ello se llevaron a cabo cultivos de
linfocitos humanos que fueron sometidos al efecto de la hormona antes
mencionada y los resultados obtenidos se compararon con mitomicina C (MMC)

que es un clastégeno conocido.



Il. ANTECEDENTES

I1.1 Caracteristicas quimicas y clasificacion de las progesteronas

La hormona progesterona es un esteroide que participa entre otras funciones en el

ciclo menstrual femenino y en combinacién con estrégenos como anticonceptivo.

Existen multiples derivados sintéticos con estructura esteroidea que presentan

actividad estrogénica androgénica o incluso antagonista sobre algunos receptores.

La clasificacién de las progesteronas es la siguiente (Figura 1):

Derivados de la progesterona y 17a-hidroxiprogesterona: por via oral,
acetatos de clormadinona, megestrol y medroxiprogesterona; por via
parenteral, acetato de  medroxiprogesterona, acetofénido de
dihidroxiprogesterona (algestona) caproato de hidroxiprogesterona vy
acetofenona.

Compuestos derivados de la testosterona: la adicién de grupos alquilo en C47
confiere actividad progestagena y eficacia por via oral: .etisterona y
dimetisterona.

Derivados de la 19-nortestosterona: son productos que carecen del grupo
metilo de la testosterona en posicién Cqg. Aunque la 19-nortestosterona es
inactiva, la adicién de un grupo etinilo en posicién C47 origina sustancias con
menor metabolismo hepatico, activas por via oral: noretrindona o
noretisterona, el noretinodrel y el acetato de etinodiol. La tibolona es un
derivado del noretinodrel.

Otros derivados: se caracterizan por la presencia de un grupo etilo en
posicion Cq3 (13-etil-gomanos), entre los que se encuentran el levonorgestrel
(derivado de noretinodrel), el desogestrel, el gestodeno y el norgestimato,
éstos dos ultimos son profarmacos cuyos metabolitos activos son el 3-
cetodesogestrel y el levonorgestrel, respectivamente. Finalmente éste
derivado 13-metil gonano con un grupo cianometilo en posicién Cy7, el



dienogest (etinilestradiol). La supresion del grupo oxi en Cs origina el grupo

de los estrenoles: alilestrenol y linestrenol, que también poseen sustitucion

en C17.

* Derivados de la 19-norprogesterona: nomegestrol.

* Antagonistas de la progesterona: mifepristona que también es un derivado

19-noresteroideo (Flérez, 2000).
A. PROGESTERONA Y DERIVADOS

o
HO

PROGESTERONA ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA ACETATO DE MEGESTROL
B. DERIVADOS DE 19-NORTESTOSTERONA
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€. ANTAGONISTAS

Figura 1. Las estructuras quimicas de gestagenos naturales, sintéticos, y de
antigestagénicos. Dentro de los derivados de la progesterona se encuentra el

acetato de medroxiprogesterona (Flérez, 2000).



1.2 Sintesis de progesterona

La sintesis de los gestagenos se lleva a cabo en los ovarios principalmente a partir
del colesterol sanguineo o en pocas cantidades de acetil coenzima A por la
combinacién de diferentes moléculas para formar el nicleo esteroideo. Las
primeras hormonas que se forman son la progesterona y la testosterona,
posteriormente dichas hormonas se convierten en estrégenos por accién de las
células de la granylosa. En la fase luteinica del ciclo se forma gran cantidad de
progesterona (Guyton y Hall, 1996).

1.3 Receptor a progesterona

Hay un gen Gnico que codifica para receptores a progesterona, aunque en algunos
tejidos se observan dos formas de receptor, las formas A y B. El receptor A es la
forma mas pequefa y constituye una forma truncada del receptor B. Ambos
receptores se unen a la hormona y son activos como factores de transcripcion, pero
se desconoce la importancia fisiolégica y farmacolégica de las dos formas. EI
receptor de progesterona se expresa en vias reproductoras femeninas, glandulas
mamarias, sistema nervioso central, e hipéfisis, pero por lo general tiene una
distribucién mas limitada en los tejidos que en los receptores de estrégenos u otras
hormonas esteroideas (Hardman y col., 1996).

Los progestagenos pueden incluir decrementos de las concentraciones de
receptores de estrégenos, aumentos del metabolismo local de estrégenos hacia
metabolitos menos activos, o la induccion de productos de genes que disminuyen
las respuestas celulares a compuestos estrogénicos (Hardman y col., 1996).



El control de receptores estrogénicos y receptores a progesterona se lleva acabo
con frecuencia ya que la progesterona aprecia una accién antiestrogénica, que bien
habria que calificar como modificadora de la acciéon del estrégeno y que se explica
en los mecanismos de receptores. La progesterona, en efecto, reduce la
concentracion de receptores estrogénicos en el citoplasma celular, asi como el
nimero de complejos estrégeno receptor en el nlcleo; de éste modo la
progesterona, secretada fisiolégicamente después del estrégeno, evita Ila
estimulacién y el desarrollo excesivos promovidos por el estrégeno que podrian
causar hiperplasia e incluso, neoplasia. Al disminuir la actividad estrogénica y
puesto que ésta es favorecedora de la sintesis de receptores gestagénicos, la
progesterona inhibe la produccién de sus propios receptores. El acetato de
medroxiprogesterona y de megestrol tienen una afinidad por el receptor gestageno
similar al de la progesterona, pero provocan mayor actividad progesterénica; ambos
tienen actividad antiestrogénica, pero no tienen actividad andrégenica (Flérez,
2000). Esta informacién no es consistente con lo reportado por Sitruk y Ware en
2002, en la que altas dosis de acetato de medroxiprogesterona presenta
propiedades androgénicas, lo que podria explicar muchos de los efectos en los
lipidos encontrados con ésta droga. Generalmente las progesteronas con
propiedades androgénicas han mostrado una leve oposicién al incremento del HDL
colesterol generado por los estrégenos, mas bien su efecto se ha visto en la
presion arterial como se ha observado en otro estudio realizado en mujeres
postmenopausicas normotensas, utilizando un compuesto combinado continto de
estradiol transdérmico y acetato de medroxiprogesterona, se observé una

reduccién de la media tanto sistélica como diastélica (Sitruk y Ware, 2002).
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1.4 Mecanismos de accién de la progesterona

La progesterona entra a la célula por difusién pasiva mediada por proteinas
transportadoras y se unen a receptores citosolicos y nucleares especificos. El
receptor experimenta un cambio alostérico de conformacién convirtiendo el
complejo receptor de una forma inactiva a una forma activa. La activacion del
complejo receptor tiene una alta afinidad por secuencias especificas nucleares, que
tienen caracteristicas de los elementos clasicos del reforzador. La unién hormona-
receptor da lugar tipicamente a la activacién genética e incrementa la sintesis de
mRNA que se traslada a los ribosomas citoplasmaticos de tal modo que aumenta la
sintesis de proteinas, las cuales pueden modificar las funciones celulares,

crecimiento o diferenciacion (Maier y Herman, 2001).

En el atero previamente influido por el estradiol, la progesterona estimula el
desarrollo y la actividad del endometrio secretor, pero si el endometrio no estuviera
previamente estrogenizado, provocaria atrofia glandular. En el primer lugar el
endometrio sera receptivo al blastocisto, mientras que el segundo lo rechazara. Al
descender la concentracion de progesterona, la mucosa se desprende; el descenso
de progesterona o de progestinas sintéticas constituye el medio mas eficaz de
provocar la menstruacion. En el utero gestante, la progesterona deprime su
excitabilidad y de éste modo reduce la contractilidad. En las glandulas
endocervicales, la secreciéon acuosa producida por los estrogenos se transforma en
secrecion viscosa. En el epitelio vaginal impide la transformaciéon que experimentan
las células al perder su nucleo, convirtiéndose en placas o escamas celulares que
provocan los estrégenos. En la trompa de Falopio reduce la secrecién de células
calciformes y aumenta la actividad de las células filiares, facilitando asi el paso del
ovulo. En el tejido mamario, la progesterona sinérgicamente con el estrégeno,
facilita el desarrollo glandular; al término del embarazo, la lactacién sobreviene
bajo la accién de la prolactina, después que descienden los niveles de estrégenos y
progestinas (Flérez, 2000).















" En las células eucariotas hay dos procesos importantes la mitosis y la meiosis.
Aunque el mecanismo de ambos procesos es muy similar en muchos aspectos, los
resultados son totalmente diferentes. La mitosis conduce a la produccion de dos
células, cada una con un nimero de cromosomas idénticos al de la célula paterna.
La mitosis es aquel periodo del ciclo celular durante el cual los componentes
hereditarios se reparten de manera precisa e igual en las células hijas. En la
mayoria de los casos, los cromosomas son visibles mas facilmente en la etapa de
metafase en la mitosis. Cuando las células no estan en divisién, el material
genético que constituye los cromosomas se despliega y se desespiraliza, dando
lugar en el interior del nucleo a una red difusa, que en conjunto se denomina
cromatina. Los cromosomas se visualizan mas facilmente en la mitosis; cuando se
examinan con cuidado se observa que tienen un tamafo y forma caracteristicos
(Klug y Cummings, 1999).

El cariotipo es el resultado de la forma en la que se presenta de manera fisica una
metafase y se valoran los diferentes aspectos de los cromosomas de un individuo y
se revisan los aspectos de los mismos; tamafio comparativo, asi como la forma, la
morfologia y otros marcadores visibles en un microscopio optico (Figura 4). La
citogenética se encarga del estudio de los cromosomas y el analisis de sus
propiedades genéticas, disciplina que combina la citologia con la genética (Griffiths
y Gelbart, 2000).

En la mitosis la célula se divide para formar dos células hijas idénticas, no asi en la
meiosis en la que se formar 4 células diferentes y se realiza exclusivamente en las
células germinales, los cromosomas se vuelven muy compactos durante la division
celular y ocurren muchos cambios para dar lugar a las dos células hijas. Para ello
los componentes de los cromosomas se condensan desde la forma muy extendida
en que se encuentran en células que no estan en divisién hasta formar estructuras
mas gruesas y cortas que pueden ser mas facilmente manejadas por el aparato de
la divisién celular. Los cromosomas condensados son como se observan al
microscopio (Figura 5) (Griffiths y Gelbart, 2000).
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Figura 5. Cromosomas. Los cromosomas en metafase de sangre periférica
humana se observan dispersos después de la ruptura celular (Sanchez, 2006).

1.7 Caracteristicas de los cromosomas

I.7.1 Tamafio cromosémico
Los cromosomas de un genoma concreto pueden diferir considerablemente en el
tamafio. Cuando se estudian los cromosomas de una especie es necesario

clasificarlos por su tamafio y posicion del centrémero para asociarlos en diferentes
grupos (Griffiths y Gelbart, 2000).
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11.7.2 Posicion del centrémero

Cada cromosoma tiene una region condensada, o constrefiida llamada centrémero,
que confiere la apariencia general de cada cromosoma. A ambos lados del
centrébmero se sitlan los brazos cromosémicos. Dependiendo de la posicion del
centromero, los brazos tienen longitudes relativas distintas. La posicion del
centrémero define la relacién entre las longitudes de los brazos cromosémicos y es
atil para identificar los cromosomas concretos. Los cromosomas se clasifican en
metacéntricos, submetacéntricos y acrocéntricos o telocéntricos de acuerdo a la
localizacion del centrémero. Por convencién, el brazo mas corto es el que se
encuentra por encima del centrémero y se denomina brazo p. El brazo mas largo se
encuentra debajo y se denomina el brazo q. Las células sométicas de los individuos
de una misma especie tienen el mismo nimero de cromosomas, es el llamado
namero diploide (2n). Por esta razén casi todos los cromosomas se encuentran
formando parejas. Los miembros de cada par se denominan cromosomas
homélogos. Para cada cromosoma con una longitud y una situacion en el
centromero especificas, existe otro cromosoma con rasgos idénticos aunque
algunas veces hay excepciones a la regla (Griffiths y Gelbart, 2000).

11.7.3 Posicién de los organizadores nucleolares
Los nucleolos son estructuras esféricas que se encuentran asociadas a
estrechamientos de los cromosomas llamados organizadores nucleolares. Los
distintos organismos difieren con respecto al nimero de los organizadores
nucleolares, que varian en numero desde solo uno hasta muchos por serie
cromosdmica. Las posiciones de los nucleolos son marcadores Utiles para el
andlisis citogenético (Griffiths y Gelbart, 2000).
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I1.7.4 Patrones de heterocromatina

Cuando los cromosomas se tratan con compuestos quimicos reaccionan con el
DNA y se ponen en manifiesto regiones de distinta intensidad de tincién. Las
regiones que se tifien muy densamente se conocen con el nombre de
heterocromatina y reflejan un alto grado de compactacion; las regiones que se tifien
menos es llamada eucromatina e indican regiones menos compactas. La mayoria
de los genes activos se encuentran en la eucromatina (Griffiths y Gelbart, 2000).

I1.7.5 Patron de bandas

Ciertos métodos especiales de tincion cromosémica han puesto en manifiesto Ia
existencia de series intrincadas de bandas (tiras transversales) en una amplia gama
de organismos. Las posiciones y tamarios de las bandas son muy especificas de
cada cromosoma, por lo que resultan muy utiles como marcadores cromosomicos.
Existen bandas Q (producidas por clorhidrato de quinacrina), Bandas G (producidas
por tincién Giemsa) y bandas R (bandas G invertidas) (Figura 6) (Griffiths y Gelbart,
2000).
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demostraron que estradiol y triglicéridos aumento perceptiblemente y disminuyeron
la hormona foliculo estimulante, hormona luteinizante, lipoproteina de alta
densidad, apolipoproteina B, y colesterol después de todos los tratamientos en el
suero. El suero P y T no cambi6 perceptiblemente después de cualesquiera de los
tratamientos. Lipoproteina de alta densidad, la apolipoproteina A1 y globulina de Ia
hormona esteroide aumentaron perceptiblemente de los grupos tratados con el
acetato del medroxiprogesterona (MPA) pero no el grupo tratado con Norgestrel.
Estos autores concluyeron que Ia terapia del reemplazo de Ia estrogeno-progestina
en mujeres postmenop4usicas conduce a los cambios profundos y beneficiosos en
lipidos y lipoproteinas del plasma y que los tratamientos con MPA ciclico o continuo
podrian proporcionar Ia mayor proteccioén contra la enfermedad cardiaca coronaria.

Estudios realizados en diferentes animales como Ia rata , el hamster, el conejo y el
perro sugieren efectos toxicos leves producidos por la progesterona, como
disminucion del peso corporal, alteraciones hepaticas y ovarios agrandados, asi
como atrofia en testiculos y vesicula seminal (Maier y Herman 2001: Sarabia y
Garcia-Alcocer, 2002).

En ratones BALB/c se indujo carcinoma ductal mamario con el acetato del
medroxiprogesterona (MPA) como agente carcinégeno, que revierten con
estrogeno o antiprogestinas y fueron mantenidos por trasplantes seriales en
ratones. Las variantes progestin-independiente posteriormente fueron apareciendo
espontaneamente. De acuerdo con su respuesta al estrogeno o a las
antiprogestinas, los subdividieron en variantes responsivas de progestin-
independiente (R-PI) que revierten y los carcinomas insensibles de progestin-
independiente (UR-PI) que son resistentes a ambas familias de compuestos de tal
manera que investigaron la expresion del receptor de la progesterona (banda) en
seis responsivas progestina-dependientes, seis R-PI, y tres tumores de UR-PI. Los
tumores progestina-dependientes y de R-PI mantuvieron una expresion mas alta de
la isoforma de PR(A) con respecto a PR(B), asi como una banda adicional del kDa
78 que no fue detectado en tejido fino uterino; todos regulados a la baja por las
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progestinas. Los tumores de UR-P!| expresaron niveles mas bajos de todas las
bandas en manchas blancas /negras occidentales, pero eran altamente reactivos
por immunohistoquimica. La expresién del RNA de la banda fue detectada en
ambos, tumores de UR-P| y de R-PI. El atascamiento de la banda era comparable
en tumores progestina-dependientes y de R-Pl. En los tres tumores de UR-PI,
solamente 29/61 (el 48%) de las muestras que evaluaron y demostraron a punto
bajo niveles obligatorios, el resto era negativo. Este informe es el primero para
describir en un modelo experimental del cancer de pecho la expresién de las
isoformas de la banda y de su distribucion. Sus resultados sugirieron la expresion
de isoformas funcionalmente alteradas en un subgrupo de carcinomas mamarios,
que pueden explicar su carencia de la respuesta de la hormona (Helguero y col.,
2003).

También, Krikun y col. (2004) reportaron la telomerasa en células estromales
endometriales primarias (HESC) sin limitaciones para los estudios debido a la
escasez del material humano y de la inhabilidad de pasar estas células en el cultivo
por periodos largos. Aunque la inmortalizacibn de estas células facilitaria
grandemente los estudios; la misma da lugar a menudo a cariotipos anormales y a
caracteristicas funcionales aberrantes. Desarrollaron y compararon una linea
inmortalizada de HESC para resolver ésta necesidad para prevenir el acortamiento
normal de los telémeros observados en células somaticas del adulto durante la
mitosis, encontraron que no contiene ninguna anormalidad cromosémica clénica
estructural o numérica, y que ademas al compararia con el tejido primario de las
células madre la nueva linea de puntos finales bioquimicos similares exhibidas de
la célula después del tratamiento con los esteroides ovaricos (Krikun y col., 2004).

La respuesta clasica de la decidualizacién al estradiol mas el acetato del
medroxiprogesterona fue considerada en ambos morfolégico, y la progestina fue
probada para inducir o para regular la expresion de la proteina obligatoria 1 que
unia a proteina-1, fibronectina, prolactina, factor del tejido fino, el activador
plasminégeno inhibitor-1, y el ligando de Fas/Fas. Encontrando que la linea
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inmortalizada de HESC es cariotipicamente, morfolégica, y fenotipicamente similar
a las células primarias de la madre, y es un recurso de gran alcance y constante
para el trabajo in vitro (Krikun y col., 2004).

La 5a-Noretisterona (5a-NET) es un metabolito sintético que tiene alta afinidad por
el receptor a progesterona e inhibe la acciéon de este esteroide natural. Analizaron
el efecto in vitro e in vivo de 5a-NET sobre el desarrollo del ovocito desde la etapa
de post-fertilizacibn hasta la formacibn de la mérula. Utilizando técnicas
previamente descritas, con algunaé modificaciones los gametos fueron obtenidos
de ratones hembras de la cepa Balb/C y de machos C57BL/6J. La fertilizacion la
llevaron acabo tanto in vitro como in vivo una vez que se observé la formacién de
los cuerpos polares, se inici6 la administraciébn de 5a-NET a diferentes dosis al
medio de cultivo y se incubaron a 37°C, §% CO; y 95% aire. Los cambios en la
estructura y morfologia fueron analizados a diferentes tiempos de incubacién por
microscopio de luz (400x). Un total de 153 ovocitos fueron analizados en el modelo
in vivo y de 142 en los experimentos in vitro. Obteniendo que la presencia de 5a-
NET en el medio de cultivo ejerce efectos deletéreos sobre el desarrolio y
morfologia de los ovocitos fertilizados, reflejandose en la destruccion de los

blastdmeros y la aparicién de granulaciones en su interior (Flores y col., 1999).

Siddique y Afzal (2005) realizaron estudios in vitro donde se efectuaron
tratamientos para estudiar el mecanismo posible de la genotoxicidad del acetato de
ciproterona en linfocitos humanos usando como parametros las aberraciones
cromosdémicas, el indice mitético y los intercambios de las cromatides hermanas;
siguiendo como referencia que el acetato de ciproterona es genotéxico a 20, 30 pM.
Se estudié el mecanismo posible de la genotoxicidad del acetato de ciproterona, la
dismutasa de superdxido y la catalasa fueron utilizados por separado y en
combinacién con el acetato de ciproterona a 30 pM y en diversas dosis. Los
resultados que se obtuvieron fue que el tratamiento con superéxido dismutasa
aumenta las aberraciones cromosémicas y los intercambios de las cromatides
hermanas y disminuyé el indice mitético con respecto al tratamiento con 30 uM de
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indican que el etinilestradiol y el norgestrel tengan un efecto aneugénico en cultivos
de linfocitos y fibroblastos (Bukvic y col., 2000).

Ahmad y col. (2001) evaluaron el potencial genotéxico de dos progestinas sintéticas
anticonceptivas el norgestrel y noretindrona sobre los cromosomas de linfocitos
humanos, donde se usaron como parametros a evaluar las aberraciones
cromosomicas, intercamhios de las cromatides hemanas y la cinética del
crecimiento de la célula. El estudio fue realizado por la presencia de ambas drogas,
también en ausencia de la activacion de la mezcla metabdlica. Los linfocitos fueron
expuestos a tres diversas concentraciones de las drogas (20,40 75 mg/ml para la
noretindrona y de 10, 25, y 50 mg/ml para el norgestrel para tres diferentes tiempos
24, 48, y 72 h; de estos tratamientos se obtuvo que la droga noretindrona no fue
genotdxica en cualquier concentracion y en cualquier tiempo de exposicién en
presencia o ausencia de la mezcla; a diferencia de la otra droga norgestrel fue
encontrado genotéxica al inducir aberraciones cromosémicas, intercambios de
cromatides hermanas y el indice mitético fue mas significativo. Se concluyd que el
norgestrel y sus metabolitos son posibles mutagenos potentes mas alla de una

dosis particular en linfocitos humanos.

En una evaluacion toxicoldgica cuidadosa en varias especies animales, con el
anticonceptivo Depo-Provera (depot-acetato de medroxiprogesterona o DMPA),
que fue administrado por via subcutanea o intramuscular; se probé en estudios de
toxicidad a cortos y a largo plazo, conocimiento de efectos sobre la reproduccion y
el poder carcinogénico en conejos, monos, ratones, ratas, perros del beagle, y
monos macaco de la India. Las pruebas de la genotoxicidad se realizaron in vitro e
in vivo. Los resultados demostraron que el anticonceptivo Depo-Provera (depot-
acetato de medroxiprogesterona o DMPA) no es significativamente diferente a otros
anticonceptivos progestagenos en toxicidad y potencial para inducir tumores
(Jordan, 1994). '
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La actividad progestacional fue probada en conejos jévenes. Usando diferentes
progestagenos, la nesterona €s la progesterona con mayor potencia
progestacional, siendo 10 veces mas potente que el levonorgestrel y 100 veces
mas cuando es suministrado por via subcutanea.

La noretisterona, el acetato de medroxiprogesterona y la drosperinona, utilizadas
por via oral son muy potentes pero menos que el levonorgestrel, mientras que el
acetato de nomegestrol es cuatro veces mas activo que el acetato de
medroxiprogesterona (Stanten y col., 2001).

La afinidad de unién de algunas progesteronas con los receptores de estrégenos o
andrdgenos indica considerables diferencias entre las moléculas. La afinidad por el
receptor de andrégenos del levonorgestrel y el desogestrel es de 70 y 40%
respectivamente en comparaciéon a |a testosterona, en contraste la nesterona
muestra poca o ninguna afinidad por dicho receptor (Stanten y col., 2001).

Las progesteronas con propiedades androgénicas muestran una leve oposicién al
incremento del HDL colesterol generado por los estrégenos mientras que la
progesterona natural y algunos derivados de la 19 Nortestosterona como el Acetato
de Nomegestrol no parecen afectar estos parametros. En un estudio de forma
aleatoria y a doble ciego, se comparé los efectos del Acetato de Nomegestrol con el
acetato de Noretisterona en dosis de 5 mg/dia, observandose que el incremento del
HDL colesterol generada por el valerianato de estradiol era parcialmente revertido
por la Noretisterona pero no por el Acetato de Nomegestrol. La importancia de los
cambios lipidicos esta siendo cuestionada actualmente siendo e| rol protector del
HDL colesterol de aproximadamente un 30 a un 50%.
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En ese mismo afo se realizd otro estudio en mujeres postmenopausicas
normotensas, utilizando un compuesto combinado continuo de Estradiol
transdérmico y Acetato de medroxiprogesterona, se observd una reduccién de la

media tanto sistélica como diastélica (Williams y col., 1998).

En la publicaciéon de las dos Ultimas décadas se analizan la relaciébn de la
estrogenoterapia y el incremento de riesgo de cancer de mama. Los resultados
sugieren un mayor riesgo en las terapias combinadas. Todos los estudios coinciden
en que el uso del agregado de progesterona en el tratamiento de reemplazo
hormonal (THR) por mas de § afios muestran un leve incremento del riesgo de
cancer de mama, y encontraron menor riesgo en las mujeres con esquema

combinado continuo (Ross y Paganni, 2000).

Los derivados de la testosterona como la noretisterona o el acetato de
noretisterona son también combinaciones prescritas en hormonoterapia,
fundamentalmente en los paises escandinavos. Por lo tanto son diversos los
compuestos utilizados y la poblacion usuaria de hormonoterapia no es homogénea;
ademas en Europa se utiliza el 17-B-estradiol y el valerato de estradiol mientras que
en los Estados Unidos se utiliza de preferencia los estrégenos conjugados equinos.
Las dosis prescritas también varian entre ambos continentes. Ademas la co-
prescripcion de estrégenos y progesteronas es bastante reciente, el porcentaje de
pacientes que recibieron hormonoterapia combinada en los reportes de la década
de los "80 y hasta la mitad de los "90 es muy baja. Algunos experimentos recientes
han indicado un mayor grado de proliferacion en el tejido mamario con la
exposicibn a la progesterona. Si la hormonoterapia combinada produce
proliferacion o diferenciacion del tejido mamario sigue siendo controvertido (Bjorn y
col., 2000).
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. HIPOTESIS

La progestina 17-acetato de medroxiprogesterona, induce cambios citogenéticos en
los cromosomas humanos obtenidos a partir de linfocitos de sangre periférica.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

Gasas de algodén esterilizadas, marca Curapak.

Lampara de alcohol, marca Pirex.

Guantes de latex, marca Ambiderm confort.

Cubre bocas, marca VWR.

Tubo de centrifuga de 15 ml con tapén de rosca, marca Falcon.

Pipetas serologicas de 5 mL y 10 mL desechables estériles, marca Falcén.
Vasos de precipitado de 50 ml, 100 ml, 250 ml, 1000 ml, marca Pirex y
Kimax.

Jeringas de insulina de 1mL estériles de marca B-D.

Jeringas de 60 mL estériles de marca Terumo.

Membrana millipore 0.20 pym Minisart marca Santorius No. Lote 16534
050594,

Pipetas Pasteur de vidrio longitud 9” marca Corning.

Portaobjetos de 24 X75mm, marca Lauka.

Eppendorf 0.5 mL y 1mL, marca Physio Care.

Pinzas, marca Fontax.

Equipo

Campana de flujo laminar Labconco, marca Delta Series.
Incubadora de hibridacién, marca Cole Parmer.

Centrifuga Allegra 64-R, marca Beckman Coulter.

Microscopio éptico con sistemas de fase, marca Zeiss.
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V.1.2 Reactivos

¢ Alcohol etilico absoluto anhidro 4 L, marca J.T. Baker, No. Lote A37C11.

e Suero fetal de Ternera 100 mL, marca Gibco, No. Lote 1243987.

e Antibidtico Penicilina-Streptomicina 20 mL, marca Gibco, No. Lote 1316617.

 Fitohemaglutinina 10 mL, marca Gibco, No. Lote 1287023.

e Medio Ham F10 (Mezcla de nutrientes)+ L Glutamina 500 mL, marca Gibco,
No. Lote 1319594,

e Karyo Max Colcemid Solucion 10 pg/mL, 10 mL, marca Gibco, No. Lote
1305832.

e Acido acético glacial 100% 1 L, marca J.T. Backer, No. Lote UN2789.

» Acetato de sodio anhidro grado reactivo (AS), marca USB, No. Lote 111114.

e Metanol 1L, marca Fermont, No. Lote 06121.

® 17- Acetato de medroxiprogesterona (17-MPA) minimo 97% grado HPLC 1 g,
marca Sigma, No Lote M1629-1G.

* Mitomicina C (MMC) 2mg y 48 mg NaCl, marca Sigma, No. Lote 28H2535.

o Citrato de sodio cristales 500 g, marca J. T. Baker, No. Lote M-31323.

e Cloruro de Potasio cristales 500 g, marca J.T. Baker. No. Lote L42342.

¢ Karyo Max Giemsa R66 Solucién 100 mL, marca Gibco, No. Lote 1226061.

¢ Cloruro de sodio 50 g, marca Fermont, No. Lote 24902.

» Aceite de inmersion 7.4 cc, marca Cargille.

o KH2PO, al 0.3 M, solucién preparada con Fosfato de potasio monobasico
cristal (KH2PO4) 500 g, marca J. T. Baker, No. Lote 3246-01.

e NazHPO, al 0.3 M, solucién preparada con Fosfato de sodio dibasico anhidro
(Na;HPO,4) 500 g, marca J. T. Baker, No. Lote 3828-01.
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V.2 Método
V.2.1 Toma de muestra

Las muestras de sangre periférica de personas voluntarias de sexo femenino que
se tomaron en condiciones asépticas, se colocaron en un tubo con anticoagulante

heparina.
V.2.2 Siembra

Se encendi6 la campana de flujo laminar y practicé la asepsia con gasas
impregnadas de alcohol de 96°, se dej6 encendida la campana por 30 minutos. Los
reactivos que se utilizaron se pusieron a temperatura ambiente dentro de la

campana.

En tubos Faicon se colocaron 9 ml de medio de cultivo HAM-F10 vy se les adicion6
0.1 ml de antibiético (preparado con 10,000 unidades /mL de penicilina G sédica y
10,000 ug/mL de sulfato de estreptomicina en 0.85% de salina). A la mezcla
obtenida se le adicioné una alicuota de 1 ml de Suero Fetal de Ternera quedando a
una concentracién de 10%, 13 gotas de sangre periférica (equivalente a 500-600
HL) con una pipeta de 10 ml desechable estéril y una alicuota de 0.1 ml de
Fitohemaglutinina. Los tubos se homogenizaron cada vez que se adicioné un
reactivo. El blanco se preparé colocando todos los reactivos antes mencionados sin
la muestra de sangre. En el tubo del control negativo se colocaron todos los
reactivos sin el tratamiento. En el tubo del control positivo se colocaron todos los
reactivos y el volumen necesario de MMC (se disolvieron 2 mg en 20 mi de agua
estéril) para hacer la curva de concentracion respuesta. Los tubos problema
contenian ademas de los reactivos las distintas concentraciones obtenidas en la
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curva dosis respuesta. Los tubos antes mencionados se incubaron a 37 °C durante
72 horas.

V.2.3 Cosecha

Una vez incubados los tubos, se prepararon las soluciones hipotonicas en tubos
Falcon la cual consiste en una mezcla de solucién de citrato de sodio al 0.4% y una
soluciéon de cloruro de potasio al 0.4% en una proporcion 1:1 (por lo tanto se
requieren de un volumen total de 6 mL de solucién hipoténica para cada cultivo por
lo que se colocan 3 ml de cada soluciéon posteriormente se pusieron a bafio maria

(37 °C) para que las soluciones hipoténicas tomaran la temperatura de 37 °C.

En la campana de flujo laminar previamente encendida y limpia como se habia
mencionado para la siembra se agregaron 20 pL de colchicina (a una concentracion
de 10 pg/ml), se mezclé la muestra dentro de la campana de flujo laminar y se

cerraron los tubos.

Los tubos se incubaron durante 20 minutos a 37 °C, inmediatamente después de
haber agregado la colchicina. Al término de los 20 minutos de incubacién, los tubos
se centrifugaron durante 10 minutos a 1200 RPM a temperatura ambiente y se
elimin6 casi todo el sobrenadante con una pipeta Pasteur, dejando de 1.5 mL a 2

mL del mismo para resuspender el botén.

El boton celular se separ6 lentamente con la pipeta Pasteur y se adicionaron las
alicuotas de las soluciones hipoténicas en bafio maria, se resuspendié el botén
celular suavemente, dejandose actuar por un tiempo de 8 minutos, al término de
éste tiempo inmediatamente se adicioné el fijador (metanol- acido acético en
proporcién 3:1), hasta que la solucidon se torndé obscura, se homogenizd

completamente con la pipeta Pasteur.
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VIl. DISCUSION

En el estudio in vitro de 17-acetato de medroxiprogesterona se observaron darios
citogenéticos en linfocitos humanos los cuales podrian presentarse in vivo en
mujeres que lo utilizan como método anticonceptivo parenteral. Existen pocos
estudios acerca de la progestina 17-acetato de medroxiprogesterona debido a que
solo se han estudiado los anticonceptivos orales combinados de estrogenos y

progestina.

Control negativo: Se observaron metafases normales en las células en division, sin
embargo también se encontraron cambios citogenéticos espontaneos, los cuales se
producen sin que hayan sido tratadas con agentes quimicos inductores. Estos
cambios se pueden asociar a modificaciones aleatorios de la secuencia
nucleotidica de los genes. También pueden estar relacionadas a procesos quimicos
normales que alteran las estructuras de las bases nitrogenadas que forman parte
de los genes ya existentes como los cambios de la forma ceto a enol en las bases
nitrogenadas que posteriormente pueden inducir alteraciones citogenéticas, se cree
que la mayoria de los cambios espontaneos se producen durante el proceso
enzimatico de replicacion del DNA, debido a que las lesiones que sufre el DNA no
se revierten por los sistemas de reparaciéon con los que cuenta la célula humana
entre los que se encuentran: a) directa, b) por escision de bases, ¢) por escisién de
nucledtidos, d) acoplada a transcripcidn, posreplicativa, de bases mal apareadas
(Klug y Cummings, 1999; Guizar, 2001).

Existen fuentes que pueden provocar mutaciones espontaneas tales como agentes
fisicos del tipo radiaciones cosmicas y/o ultravioleta, las provenientes de minerales,
agentes quimicos que se pueden encontrar como contaminantes del tipo: 1)
tratamientos con quimioterapias, 2) armas quimicas en las que se usen agentes
alquilantes; 3) colorantes de acridina, y 4) agentes biolégicos como virus, asi como
los transposones (Kiug y Cummings, 1999).
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Control positivo: Se utilizdé el antibidtico mitomicina C que es obtenido de
Streptomyces caespitosus el cual es eficaz contra los tumores (Garcia, 1993). La
concentracion de 1 pg/ml (utilizada en éste estudio) indujo gaps, aneuploidias,
éstos resultados son consistentes con los obtenidos por Siddique y Afzal, 2005 que
utilizaron una concentracién de mitomicina C de 0.3 yg/ml donde se obtuvieron
aberraciones como fragmentos, gaps, rompimientos cromatidicos y cromosémicos.
La mitomicina ha demostrado ser un clastégeno modelo para la induccién de dano
citogenético, Roncada y col. 2004 emplearon MMC en linfocitos humanos a una
concentracién de 0.30 ug/ml como control positivo para estudiar la inhibicién de
aberraciones cromosomicas por Ara-C (planta medicinal). Asimismo Konishi y col.,
2004 utilizaron MMC a una concentracion de 2.5 ug/ml como control positivo donde
evaluaron la frecuencia de aberraciones cromosémicas en células K1 de ovario de
hamster chino. En este estudio se llevé a cabo una curva concentracion respuesta
y se obtuvieron los mejores resultados a 1ug/ml, dicho resultado puede ser
asociado a que los pacientes con menor dosis como los reportados antes pudieron
haber estado en contacto con otros agentes o sustancias que aumentaron el efecto
de la MMC: las radiaciones de microondas de baja densidad 2450-MHz aumentan
el efecto dafiino de la mitomicina C a las concentraciones 0.0125 pg/ml, 0.025
pug/mi y 0.1 pg/ml durante 24 horas en el ensayo cometa (Zhang y col. 2002), el
antibiético bleomicina sinergiza los dafos producidos por mitomicina C en linfocitos
humanos por andlisis alcalino de ensayo cometa (Milic y Kopjar, 2004) o bien
sujetos a estrés que incrementan la suceptibilidad a los efectos toxicos de la
mitomicina. También en 2005, Fimognari y col. encontraron que sulforafano de
isotiocianato tiene la capacidad antigenotéxica para contrarrestar los efectos de los
mutagénos etilmetano sulfonato, vincristrina, y MMC en linfocitos humanos

cultivados in vitro.
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cromatina que conecta los segmentos proximal y distal al gap que confirma la

existencia de una lesion a cromatica (Martinez y Folle, 2006).

El gap es una aberracion del tipo cromatida y se producen en los cromosomas ya
replicados es decir que se encuentran en [a fase G2 del ciclo celular que es el
tiempo que transcurre entre la duplicacién del DNA y el inicio de la mitosis
(Martinez y Folle, 2006).

Los gaps encontrados en este estudio pueden ser debido a dos tipos de reparaciéon
que no revirtieron el dafio: reparacién de escisidon de bases donde la presencia del
dafo se debid a que no se llevd a cabo la reparacidon de la pérdida de bases de un
tramo del brazo cromosémico, que revierte muchos tipos de nucleétidos que han
sufrido dafios mas o menos menores en las bases donde una DNA glucosilasa
inicia el proceso y corta el enlace B-N-glucosidico entre la base dariada y el azlcar
del nucleétido, probablemente porque el paso siguiente no se efectué de manera
adecuada, la sintesis de DNA para rellenar el hueco faltante. (Griffiths y Gelbart,
2000; Mathews 2001).

Las aneuploidias encontradas en este trabajo son debidas al fenébmeno conocido
como no disyuncién que ocurre durante la mitosis, que es un fallo en el proceso de
la segregacién normal de los cromosomas homdélogos, a los dos polos celulares
durante la divisibn mitdtica, de manera que dos cromosomas homolégos se
desplazan al mismo polo celular, y ninguno al otro polo. No se conoce el
mecanismo molecular preciso por el que falla. La trisomia puede ocurrir al suponer
que dos cromosomas se comportan normalmente y cada uno de ellos se desplaza
a un polo opuesto de la célula y el tercero se desplaza al azar a uno u otro polo,
entonces se predice las tres segregaciones, igualmente frecuentes (Griffiths y
Gelbart, 2000).
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Otra explicaciébn al dafio ocasionado en éste estudio por 17-acetato de
medroxiprogesterona puede deberse a que el compuesto estudiado puede actuar
como un agente quimico alquilante y por lo tanto formar enlaces covalentes con las
bases del DNA (aductos), se propone que el 17-acetato de medroxiprogesterona
forme éstos enlaces por la actividad de algun metabolito activado para unirse a la

guanina en la posicién N’. (Guizar 2001).

La progestina, acetato de ciproterona, pertenece al grupo del acetato de
medroxiprogesterona y en éste estudio los resultados son consistentes a los
realizados por Siddique y Afzal, 2003 y 2004 solo en el que afirman que el acetato
de ciproterona ha revelado el incremento de las aberraciones cromosémicas que
aumentaron con frecuencia significativa, no se puede decir lo mismo del 17-acetato
de medroxiprogesterona, debido a que los dafios citogenéticos producidos no son

estadisticamente significativos comparados con el control negativo.

Las progestinas sintéticas como acetato de megestrol y acetato de clormadinona,
son derivados éster de la progesterona y pertenecientes al grupo del acetato de
medroxiprogesterona, los cuales pueden formar aductos en el DNA como se ha
reportado para cultivos primarios de hepatocitos (Hardman y col. 1996). El acetato
de ciproterona induce niveles significativos de aductos en el DNA, los cuales se
formaron en hepatocitos humanos expuestos a partir de la concentracién 0.03 uM,
siendo la concentraciéon de 10 uM la que presentd niveles mayores de aductos. El
riesgo genotoxico observado con el acetato de ciproterona, acetato de
clormadidona y acetato de megestrol esta asociado con la presencia del doble
enlace en la posicién 6 y 7 del esteroide, este se encuentra ausente en el acetato
de medroxiprogesterona y progesterona (Werner y col. 1997). De acuerdo a lo
anterior se propone que la 17-acetato de medroxiprogesterona probablemente
puede inducir aductos en el DNA por un mecanismo diferente; esta puede ser una
razon por la cual el 17-acetato de medroxiprogesterona induce estos dafios a los
cromosomas y no sean estadisticamente significativos como las progestinas
acetato de megestrol, acetato de clormadidona y acetato de ciproterona.
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Los resultados de Ahmad y col. 2001 son consistentes de los obtenidos en éste
trabajo, debido a que ellos afirman que la progestina noretindrona expuesta en las
concentraciones de 20, 40 y 75 uyg/ml en linfocitos no tiene la suficiente potencia
para causar dafo genotdxico en linfocitos humanos in vitro, y difiere en que fa
noretindrona no induce ninguna aberracion cromosémica, no afecta la cinética de
crecimiento a nivel significativo en la presencia o ausencia de la activacion
metabdlica, esto puede deberse a que es menos selectivo que los ésteres de
progesterona (entre ellos el acetato de medroxiprogesterona), y tiene por lo tanto
actividad estrogénica y antiestrogénica diferente (Hardman y col. 1996). También
difieren de los reportados por Martelli y col. 2003, donde mencionan que los dafios
inducidos en hepatocitos se reparan, posiblemente por la abundancia de enzimas

de dichas células.

Los dafios citogenéticos producidos por el 17-acetato de medroxiprogesterona
pueden estar asociados con la presencia de los mecanismos antes mencionados,
éstos no son estadisticamente significativos con una P < 0.0001 respecto al control

positivo.

Es necesario continuar con estos estudios para realizar las técnicas
correspondientes de tincion de cromatides hermanas, asi como la tincion de
bandeo para observar la presencia de ICH, deleciones y duplicaciones para

conocer el efecto clastogénico de ésta sustancia quimica.
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Viil. CONCLUSIONES

e lLos cambios espontaneos encontrados en el control negativo fueron
minimos en relacion con el control positivo y/o los tratados con 17-MPA.

e Las aberraciones cromosémicas inducidas por mitomicina C fueron
significativamente diferentes en relacién al control negativo y a los grupos
tratados con 17-MPA.

e Entre los dafios observados por el 17-acetato de medroxiprogesterona se
encuentran gaps y aneuploidia (trisomia).

e La progestina 17-acetato de medroxiprogesterona (17-MPA), no induce
cambios citogenéticos estadisticamente significativos en los cromosomas

humanos obtenidos a partir de linfocitos de sangre periférica.
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ANEXO 1


















Obsefvations (or Sum Wagts)
Analysis of Variance

15

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio
GRUPOS 4 91.733333 22.9333 38.2222
Error 10 6.000000 0.6000

C. Total 14 97.733333

Means for Oneway Anova

Level Number Mean " Std Error Lower 95% Upper 95%
CN 3 0.33333 0.44721 -0.663 1.3298
cP 3 7.00000 0.44721 6.004 7.9965
™ 3 0.66667 0.44721 -0.330 1.6631
T2 3 1.66667 0.44721 0.670 2.6631
T3 3 1.00000 0.44721 0.004 1.9965
Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means Comparisons

Dif=Mean(i]-Mean(i] CP T2 T3

cP 0.0000 5.3333 6.0000

T2 -5.3333 0.0000 0.6667

T3 -6.0000 -0.6667 0.0000

T -6.3333 -1.0000 -0.3333

CN -6.6667 -1.3333 -0.6667

Alpha=

0.05

Comparisons with 2 control using Dunnett's Method

Control Group =

T3
id| Alpha
2.89051 0.05
Abs(Dif)-LSD T3
CP 41719
T2 -1.1615
T3 -1.8281
T -1.4948
CN -1.1615

Positive values show pairs of means that are significantly different.

64

Prob>F
<,0001

T4
6.3333
1.0000
0.3333
0.0000

-0.3333

CN
6.6667
1.3333
0.6667
0.3333
0.0000









Observations (or Sum Wgts) 15

Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio
GRUPOS 4 91.733333 22.9333 38.2222
Error 10 6.000000 0.6000

C. Total 14 97.733333

Means for Oneway Anova

Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
CN 3 0.33333 0.44721 -0.663 1.3208
CP 3 7.00000 0.44721 6.004 7.9965
T1 3 0.66667 0.44721 -0.330 1.6631
T2 3 1.66667 0.44721 0.670 2.6631
T3 3 1.00000 0.44721 0.004 1.9965
Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means Comparisons

Dif=Mean[i]-Mean[j] CP T2 T3

CP 0.0000 5.3333 6.0000

T2 -5.3333 0.0000 0.6667

T3 -6.0000 -0.6667 0.0000

T1 -6.3333 -1.0000 -0.3333

CN -6.6667 -1.3333 -0.6667

Alpha=

0.05

Comparisons with a control using Dunnett's Method

Control Group =

T3
ld Alpha
2.89051 0.05
Abs(Dif)-LSD T3
CP 41719
T2 -1.1615
T3 -1.8281
T1 -1.4948
CN -1.1615

Positive values show pairs of means that are significantly different.

64

Prob >F
<,0001

T
6.3333
1.0000
0.3333
0.0000

-0.3333

CN
6.6667
1.3333
0.6667
0.3333
0.0000
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