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2
En este laboratorio. estudiando el efecto de los pregnanoeste

roides, se observó que uno de ellos, la llfi-hidroxi-pregna-1,4

dien-3,20-diona (AHOP)fig.1, presentaba un comportamiento distinto

al de los glucocorticoides clásicos en una de las acciones bioló

gicas caracteristicas de estos comoes la inhibición en la in

corporación de uridina-H3 en timocitos de ratas adrenoprivas (1).

Fig. l. Estructura quimica de la

IIB-hidroxi-pregna-l,4-dien-3,ZO-diona.

O

Pocos grupos de investigación han realizado una correlación

sistemática entre las caracteristicas estructurales y biológicas de
las moléculas glucocorticoides, a pesar de la importancia farmaco

lógica. Entre ellos, Roldán et al.(1) y en la tesis del Dr. Mario

González (2) se correlacionaron las propiedades inhibitorias de

los esteroides sobre la incorporación de uridina en timocitos, con
la estructura conformacional de los mismos por espectroscopia de

resonancia magnética nuclear de 013 (lac-n.m.r.). Ellos observaron



que la introducción de un enlace 1,2 a distintos esteroides,

aumentabala curvatura del esteroide y se mantenía la actividad

glucocorticoide sólo en el caso de los compuestos Zl-hidroxilados.

Estos resultados modificaron la teoría de Weeks (3) y Raynaud (4)

quienes por difracción de rayos X, asociaron el doble enlace 1,2

con una mayorflexión del anillo A hacia la cara del esteroide

con un mayor efecto antiinflamatorio, independientemente del

hidroxilo en Cz1.

Trabajos recientes de Harmonet al.(5) y Duax et al.(6)

sugieren que la molécula de llB-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona, con

tiene los minimosrequerimientos estructurales para la unión con el

receptor glucocorticoide y la expresión hormonal; el anillo A

estaria relacionado con la unión al receptor mientras que el
hidroxilo en el C11 estaría relacionmado con la actividad

biológica. De acuerdo a esto AHOPposeeria la estructura básica que

le proporcionaria actividad glucocorticoidea pero con una mayor

curvatura de la molécula que el resto de los esteroides analizados,
diferenciandose asi de ellos.

Trabajos sobre el efecto catabólico y litico de los glucocorti
coides fueron realizados en la década del 60 por Muncket al.(7, 8,

9) y Makmanet a1.(10, 11). Ambosgrupos utilizaron timocitos,

estudiando el primer grupo, la inhibición producida por los gluco

corticoides en la entrada de nutrientes y el segundo grupo, la

biosintesis de ácidos nucleicos. Estos efectos son explicados a

través del mecanismogenómicode los glucocorticoides que consiste

en los siguientes pasos: a) Entrada a la célula blanco por simple

difusión y unión con gran afinidad a un receptor citoplasmático. b)



El complejo hormona-receptor se activa y es tranleCado al núcleo.

c) En el núcleo, el complejo activado se une al sitio aceptor en la

cromatina. d) La interacción del complejo hormona-receptor con el

genomaorigina la modulación de la sintesis de un ARN mensajero

especifico que codifica para una proteina inhibitoria. e) La
síntesis de esta proteina es la responsable finalmente del efecto
catabólico de los glucocorticoides (12, 13, 14). Esta respuesta es

saturable por la limitada capacidad del receptor y desaparece el

efecto en presencia de inhibidores de sintesis de ARNy de proteí

nas; existe un tiempo de latencia antes de la expresión de la

respuesta y esta perdura una vez desencadenada, aún en ausencia del

esteroide que lo produce (15, 16).

Delta HOP a bajas concentraciones (10‘7M a 10'5M) se comporta

como un glucocorticoide obteniéndose la clásica curva dosis

respuesta en la inhibición de sintesis de ARN,presentando además

el efecto de lisis celular debido a la mayorcurvatura de la molé

cula y al hidroxilo en C11. Por el contrario, a mayores concentra

ciones (10"- 10'4M) en lugar de la típica curva de saturación,

.HOPaumenta bruscamente su efecto inhibitorio sobre la incorpora

ción de uridina-H3 resultando este no saturable y desapareciendo

paralelamente su acción litica. De esta manera se obtuvo una diso
ciación de los efectos inhibitorio y litico; fenómeno que no se

produjo con otros ¡lucocorticoides de acuerdo a numerosos trabajos

realizados (17, 18, 19). Solamente Gelehrter (20) con el análogo

de14H0P,que carece del doble enlace 1,2, observó una disociación
de efectos similar utilizando altas concentraciones (10'4M) en

células HTC.



La no saturabilidad del efecto de AHOPa altas concentraciones

en la incorporación de uridina y la falta de lisis celular cumple

con las caracteristicas que propone Duval et al.(21) para un meca

nismo no genómico que consisten en: a) Efecto instantáneo o de

latencia muycorta, b) Recuperación muyrapida luego de la elimina

ción del esteroide, c) Insensibilidad frente a inhibidores de sín

tesis de ARN y proteinas. Esto permitió suponer que AHOPa altas

concentraciones "in vitro" ejercía un efecto inhibitorio sobre la
entrada de uridina a la célula a través de un mecanismo "no

genómico"(22). Este comportamientoa altas concentraciones tiene

comoantecedente el efecto de la testosterona, progesterona y al
gunos compuestos estrogénicos, que ejercen su acción sobre la in

corporación de uridina en forma inmediata (21).

'Por otro lado, ¿HOPtambién se asemeja a los esteroides anesté

sicos (23) por ser un esteroide poco polar (debido al menor grado

de hidroxilación), con cierto grado de actividad glucocorticoide

(debido al hidroxilo 118) y con una cierta curvatura debido a la

presencia del doble enlace 1,2. Los anestésicos se utilizan a altas

concentraciones (24, 25. 26) y producen una respuesta rápida; esto

sugiere un efecto sobre la membranacelular (27); que no es con

secuencia de un mecanismo genómico y que se asocia en general con

interacciones a nivel de la membrana plasmática, lisosomal o

mitocondria (21).

De acuerdo a estas teorías, AHOPa altas concentraciones 10"M

produciría "in vitro" un efecto inhibitorio mediante un mecanismo

no genómico a través de la membranaplasmática.



La posibilidad de que ¿HOPpudiera actuar a través de un meca

nismo diferente a los glucocorticoides nos impulsaron a estudiar el

efecto de ella "in vivo" en vista de su aplicación farmacológica.
Farmacológicamente los glucocorticoides han sido utilizados

comoantiinflamatorios e inmunosupresores siendo muyefectivos en

el tratamiento de diversas enfermedades como lupus eritematoso,

artritis reumatoidea, asma, estados de hipersensibilidad o alergia.
enfermedades dermatológicas y oftalmológicas comotambién en la

profilaxis y tratamiento de trasplante de órganos (28).

En los tratamientos terapéuticos, los glucocorticoides son ad

ministrados en cantidades similares a la producción glucocorticoi

dea normal (25 mgcortisol/dia) pero estos niveles pueden aumentar

en casos de mayor stress, llegando a administrarse en dosis masivas

tal que su concentración en sangre produzca la saturación del

receptor.
Las secuelas indeseables de la administración de los glucocor

ticoides dependende la dosis utilizada y la potencia terapéutica
de la droga. Los síntomas de un tratamiento crónico son: tendencia

a la hiperglucemia y balance negativo de nitrógeno. redistribución

de tejido adiposo, desordenes psíquicos, aumento del apetito.

osteoporosis, pérdida de masamuscular. hipertensión, atrofia de

órganos blanco comobazo, timo y glándulas suprarrenales, retención

de sodio, supresión del eje hipotálamo-hipofisiario, inhibición del
crecimiento, entre otros (29).

Es por ello que actualmente se trata de hallar compuestos que

posean propiedades inmunosupresoras y antiinflamatorias pero que
carezcan de estas acciones tóxicas.



Considerandolo dicho en esta introducción, se decidió investi

gar el efecto de.dHOP"in vivo" comparándolo con los glgcocorti
coidea tanto en su acción inmunosupreaora y antiinflamatoria como
tóxica.





GENERALIDADES

Trabajos preliminares "in vivo" mostraron que 2 mgAHOP/IOO g

peso corporal (p.c.) inyectados a ratones, produjeron una inhibi

ción en la incorporación de uridina "in vitro" en los timocitos,

mayor que el producido por la mismadosis de corticosterona (22).

En este capitulo se estudia la aparición y perdurabilidad de

este efecto, importante tanto desde el punto de vista básico como

farmacológico, realizando una comparación entre ¿HOP y otros

glucocorticoides en tratamientos agudos y crónicos.
Paralelamente se correlaciona este efecto semi-"in vivo" con

las concentraciones de corticosterona plasmática.



MATERIAL Y METODOS

Drogas y soluciones

La.AHOPfue sintetizada por los Doctores Gerardo Burton y Mario

González del Departamento de Quimica Organica de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales, mientras que la dexametasona (Dex)

fue donación de Merck Sharp & Dohmey la corticosterona (B) fue ad

quirida en Sigma Chemical Co.

La uridina-(S’H) y el protosol fueron de NewEngland Nuclear y

el medio de cultivo RPMI 1640 de GIBCO(Grand Island N.Y.).

Tratamientos

Se trabajó con ratones Balb/c de 20 g de peso.

Los esteroides (AHOP,dexametasona y corticosterona) fueron di

sueltos en un solvente compuesto por 10%de etanol, 30%de pro

pilenglicol y 60%de solución salina. Se inyectaron 20 ul de esta

solución con las dosis apropiadas de los esteroides.

En los tratamientos agudos se administró una inyección intrape

ritoneal (IP) y los animales fueron decapitados a las 5, 12, 18, 24

y 36 horas después de la inyección. En cambio, en los tratamientos

crónicos se aplicaron 7 inyecciones cada 12 horas, 6 subcutáneas

(SC) y la última IP. En este último caso los animales fueron sacri

ficados a las 5, 12, 18, 24, 36 y 48 horas después de la última in

yección. Inmediatamentese extrajeron los plasmas de los distintos

animales para dosar la corticosterona y los timos para realizar el

lO



ensayo de incorporación de uridina con los timocitos. Los ratones

tratados fueron comparados a cada una de las horas estudiadas con

los controles inyectados con vehiculo.

Medición de la incorporación de uridina-‘H (Ur-afil

Una vez extraídos los timos, se limpiaron y se aislaron los

timocitos en RPMI1640 cortando los mismos con tijera en trozos muy

pequeños. La suspensión obtenida se filtró a través de un filtro de

nylon de 200 mesh y las células se contaron en un hemocitómetro de

Neubauercontra azul trypan para observar la viabilidad (30).

Suspensiones de timocitos (1,3 x 107 cel/lml) se incubaron en

tubos siliconados con RPMI1640 durante 30 minutos a 37°C y en una

atmósfera de 95% 02 y 5% C02, en presencia de 0,5 uCi/ml de Ur-3H

(actividad especifica 25 Ci/mmol).

Finalizada la incubación todas las operaciones se realizaron a

una temperatura entre O'C y 4'C. Las células se trasvasaron a tubos

cónicos, se centrifugaron 5 minutos a 1003 y se lavaron 2 veces con

1 ml de buffer Hank’s para eliminar la radioactividad no incorpora

da a la célula. Finalmente se contaron en un hemocitómetro, siendo

la viabilidad mayordel 90%(por exclusión del azul trypan). Poste

riormente se rompieron con 5%de acido perclórico (PCA)y las frac

ciones solubles e insolubles fueron separadas por centrifugación.

La fracción ácido insoluble se disolvió en protosol y se transfirió

a viales con tolueno centellante, mientras que 0,3%de la fracción
soluble se contó en 30% de triton-tolueno. La radioactividad se

leyó en un contador de centelleo líquido.



Los resultados se expresan comoporcentaje de inhibición de la

incorporación de Ur-‘H en relación a los controles respecto a 107
células.

Comoel porcentaje de Ur-3H incorporada en las fracciones

solubles e insolubles dieron valores semejantes, en este capitulo
se muestran solamente los valores de la fracción insoluble.

Determinación de la corticosterona plasmática

Por temor a la interferencia de ¿HOPen el dosaje de corticos

terona plasmática, esta se dosó por las técnicas de radioinmuno

ensayo (RIA)(31), radiocompetición proteica (32) y fluorométrica.

De acuerdo a los resultados que se presentan más adelante se ob

servó que esta última era la más adecuada, ella se basa en el

método de Silber (33) con algunas modificaciones. Esta técnica se

realizó de la siguiente manera: se tomaron 100 ul de plasma y se

les agregó 400 ul de solución salina y 2 ml de cloruro de metileno,

y se agitó en Vortex durante 15 segundos. Posteriormente se

centrifugó 10 minutos a 2000 rpm y asi quedaron definidas dos

fases. Se aspiró la fase acuosa, y la otra fase se mezcló con 1,5

ml de una solución de 70%de ácido sulfúrico y 30%de etanol en

tubos con tapa. Esto se agitó lentamente durante 30 minutos y luego

se lo dejó en reposo durante 90 minutos a 4°C. Finalmente se aspiró

el cloruro de metileno (fase de arriba) y se leyó la fluorescencia

del ácido sulfúrico en un fluorimetro utilizando una longitud de

onda fluorescente de 520 nm y una longitud de onda activada de 470

nm.
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Se realizaron soluciones patrones de corticosterona en concen

traciones de 1 ng/ml a 250 ng/ml y se realizó la curva absorban

cia-ug/lOOml de plasma.

Cabe destacar que cuando a plasmas de ratones adrenoprivos se

les agregó AHOPno se detectó corticosterona por la técnica

fluorimétrica, lo que indica que tanto "in vitro" como“in vivo"

AHOPno interfiere en el dosaje de corticosterona.

Análisis estadístico

Para determinar las diferencias estadísticamente significativas

se utilizó el test de Duncan’s considerándose p < 0,05.



RESULTADOS

La tabla 1 muestra los valores de distintos esteroides utili

zando diferentes técnicas de dosaje de corticosterona en plasma de

ratón con tratamiento agudo de ¡AHOP.En ella se observa que

solamenteAAHOPinterfiere con los valores de corticosterona por RIA

y tiene igual afinidad que el cortisol por la proteina transporta
dora de acuerdo a la técnica de radiocompetición proteica, siendo

ambos mayores que 1a corticosterona.

Estos resultados indicaron que la única técnica adecuada para
dosar corticosterona en animales tratados con AHOPera la fluoro

métrica.

Perdurabilidad en tratamiento agudo

En estos experimentos se utilizaron dosis de 2 mg/lOOg p.c. de

corticosterona y AHOP, además de un potente glucocorticoide sin

tético, dexametasona, comocontrol de efecto inhibitorio. Estudios

con este último esteroide mostraron que la minima dosis para

producir el maximoefecto era 0.033 mg/IOOg p.c. por lo que se la

eligió para los tratamientos.

14



Tabla l. Comparaciónde especificidad gor diferentes esteroides

(previa extracción con diclorometano).

METODOS

Fluorométrico RIA Radiocom.Prot

Corticosterona 100,00 X 100,00 x 100,00 x

Cortísol 54,00 x 8,60 x 235,00 Z

ll-Desoxicorticosterona 5,00 x 3,00 x 60,00 X

Progesterona 1,00 x 0,80 x 9,60 x

Androstenodiona 2,00 x 1,00 x 2,30 X

Aldosterona 1,00 % 1,00 x 3,80 x

Dexametasona < 1,00 Z 4,00 x < 0,16 X

1190H-progesterona 0,60 x 100,00 x

Cortisona ---- -- 0,03 x 1,90 x

¿HOP < 1,00 x 60,00 x > 270,00 X



La figura 2 muestra que 0.033 mg de Dex/100 g p.c. produjo la

máximainhibición a las 5 horas de la inyección, posteriormente

este efecto disminuyó desapareciendo después de las 18 horas; 2

mg/lOOg p.c. de corticosterona presentó un efecto similar, pero la

inhibición máximase mantuvo hasta las 12 horas. Por el contrario,

2 mg/IOO g p.c. de AHOPprodujo el máximo de inhibición a las 18

horas, disminuyendo de la misma forma que dexametasona y desapare

ciendo recién a las 36 horas. Cabe destacar que el efecto máximo

alcanzado por AHOPfue significativamente mayor al obtenido por

dexametasona.(La uridina-3H incorporada por los timocitos de los

animales controles fue de 31.159 ' 1.926 cpm/ 107 células a todos

los tiempos estudiados).

La tabla 2 muestra que los niveles de corticosterona de los

animales tratados con14H0Pfueron iguales a los valores controles a

todas las horas estudiadas, en cambio dexametasona produjo una dis

minución significativa de estos valores 5 horas después de la in

yección, normalizándose a las 12 horas.

Perdurabilidad en tratamiento crónico

Considerando que trabajos preliminares demostraron que una in

yección subcutánea cada 12 horas produce una acumulación de los

esteroides en sangre, las dosis utilizadas en tratamientos crónicos

fueron más bajas que las utilizadas en los agudos.

La tabla 3 muestra que 5 horas después de la última inyección,

tratamientos crónicos de 100, 200 o 300 uz de ¿HOPpor cada 100 n

.c. no rodujo inhibición en la incor oración de uridina "inP P P

16
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vitro" por los timocitos, pero 400 ug del esteroide provocó un 40%

de inhibición. De acuerdo a esto, se eligió una dosis de 500 ug/lOO

g p.c. de dHOP(un cuarto de la dosis del tratamiento agudo), man

teniendo para los otros esteroides la mismaproporción.

La figura 3 muestra que 7 dosis de 500 ug de corticosterona

cada 100 g p.c. no produjeron efecto inhibitorio, sino que por el

contrario a las 12, 18 y 24 horas apareció una estimulación del 20%

en la incorporación del nucleótido. Por otro lado, AHOPprodujo una

inhibición máxima5 horas después de la inyección, que se mantuvo

hasta las 36 horas, desapareciendo a las 48 horas. Dexametasona

0.008 mg/lOOg p.c.. produjo la misma inhibición que ¿HOPa las 5

horas de la inyección, pero el efecto desapareció rápidamente

después de las 12 horas.

La corticosterona plasmática fue medida en los animales tratados

con dexametasona y ¿HOPa las 5, 18 y 24 horas después del trata

miento. La tabla 4 muestra que en tratamientos crónicos ¿HOPtampo

co alteró las concentraciones de corticosterona plasmática,

mientras que dexametasona mantuvo estos niveles por debajo de los

niveles normales hasta las 18 horas, recobrandose a las 24 horas.
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Tabla 2. Efecto de AHOPz dexametasona {Dex) sobre los niveles

corticosterona lasmática u 100 ml

después de una sola inzección de los esteroides

19

de

a diferentes horas

Compuesto Horas

5 12 18 24

Vehic. 43,5 1 6,5 (9) 34,3 1 6,7 (6) 29,5 1 1,9 (6) 40,1 1 5,0 (9)

AHOP 37,5 1 5,8 (9) 40,9 1 9,8 (6) 29,2 t 9,2 (6) 51,8 t 6,4 (9)

Dex 16,6 1 2,7 (6)! 29,1 3 9,9 (6) 39,8 t 6,7 (6) 48,7 2 10,7 (3)

Los resultados se expresan comopromedio t error standard.

Los valores entre paréntesis indican el número de animales de cada

grupo.

t p < 0.01 según el test de Duncan’s con respecto a los animales
tratados con vehiculo.



Tabla 3.
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Dosis minimas en tratamientos crónicos. Determinación

del efecto inhibitorio de AHOPsobre la incorporación
de uridina-‘H en timocitos de ratas tratadas con

distintas dosis del eateroide.

ug AHOP/lOO g de p.c. X Inhibición

precipitado PCA

500 72 1 2

400 40 3 10

300 5 t 3

200 -9 3 O

100 -34 ‘ 1

Cada valor ea

animales.
el promedio 1 error standard de un grupo de 6



%ianan

hours

Fi¡.3. Inhibición de la incorporación de uridina-H' al ARNde

timocitos de ratones inyectados en forma crónica con

AHOP( ) o dexametasona (--—--) o corticosterona

(----) y sacrificados a distintos tiempos.
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Tabla 4. Efecto de AHOPy dexametasona (Dex) sobre los niveles de

corticosterona plasmática (ug/ 100 ml) a diferentes horas

de 1a última inyección en tratamiento crónico

Compuesto Horas

5 18 24

Vehiculo 64,6 3 8,5 (16) 52,5 1 7,3 (12) 73,0 t 6,0 (6)

¿HOP 83,0 L 12,0 (10) 70,5 1 9,8 (10) --------- -

Dex 29,2 1 8,1 (7)! 25,5 1 3,1 (10)! 80,0 1 11,0 (6)

Los resultados se expresan comopromedio 1 error standard.

Los valores entre paréntesis indican el númerode animales de cada

grupo .

t p < 0,01 según el test de Duncan’s.



DISCUSION

El efecto de los glucocorticoides ha sido ampliamente estudiado

tanto "in vitro" como"in vivo", pero la relación que existe entre

dosis y efecto no está completamente aclarada. De acuerdo a los

trabajos de Hall et al. (34) la dosis necesaria de glucocorticoide

para obtener un efecto protector en el sistema nervioso central es

muysuperior a la requerida para saturar los receptores tanto "in
vivo" como "in vitro".

En este capitulo se observa que tanto en tratamientos agudos

comocrónicos, altas concentraciones de ÁHOPproducen un efecto in

hibitorio en la incorporación de uridina por los timocitos, mayor

que el de los otros esteroides utilizados, demostrandoque si bien

el efecto observado no es fisiológico, debido a la alta dosis

necesaria para producirlo, tampocoes un mero artefacto de las ex

periencias "in vitro".
Considerando que los glucocorticoides estudiados presentan el

máximoefecto terapeutico y/o inhibitorio 4 a 6 horas después de

una única inyección, desapareciendo el mismoa las 24 horas (35,

36, 37); los resultados obtenidos con corticosterona y dexametasona
concuerdan con este mecanismo. Por el contrario ¿HOPdifiere del

patrón general glucocorticoide en el período entre inyección y

efecto, por alcanzar la máxima inhibición, 18 horas después de la

inyección. Además este esteroide no alteró los niveles de

corticosterona plasmática, comolo hacen los glucocorticoides (38,

39, 40) no sucediendo lo mismo con dexametasona que produjo una

disminución a las 5 horas después de la inyección.
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Los experimentos crónicos confirmaron estos resultados. Delta

HOPprodujo una inhibición del 30%en la incorporación de uridina

después de 5 horas de la última inyección, manteniendo este efecto

hasta las 36 horas sin producir cambios en los niveles de corti

costerona plasmática. La fuerte inhibición producida por dexame

tasona en la incorporación de uridina y en los niveles de corticos
terona concuerda con trabajos realizados con glucocorticoides

clásicos, en los que el efecto comienza a las 5 horas y desaparece

después de las 18 horas (35).

El hecho que corticosterona tenga efecto inhibitorio en el

tratamiento agudo y no en el crónico podria atribuirse a la estruc

tura de la molécula. Es factible que AHOPpor su poca polaridad,

doble enlace y gran afinidad a la proteína transportadora sea más

dificil de eliminar que la corticosterona lo que provocaría en

tratamientos crónicos que AHOPse acumule más fácilmente que esta,

conservándose de esa forma la cantidad necesaria para que el

esteroide tenga efecto. Esta teoria estaria en concordancia con el

hecho que la corticosterona tiene un efecto opuesto sobre el timo,
acción clásica de las hormonasa bajas concentraciones.

Los resultados obtenidos con los tratamientos tanto agudos como

crónicos indicarian que AHOP "in vivo" inhibiria la incorporación

de uridina por los timocitos sin producir la característica in
hibición de la corticosterona circulante. Estos resultados sugieren

que ¿HOPa pesar de tener una estructura molecular similar a los

glucocorticoides, su efecto y mecanismode acción serian distintos
al de estas hormonas.



CAPITULO II

EFECTO ANTIINFLAHATORIO
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GENERALIDADES

En el capítulo anterior, se estudió la inhibición producida por
¿HOPen la incorporación de uridina en timocitos de animales

tratados, midiendo la perdurabilidad del efecto. Pero una prueba

másdirecta para verificar la posible utilización farmacológicadel
esteroide es la medición de su capacidad antiinflamatoria.

Es sabido que la respuesta inflamatoria se produce cuando el

organismo sufre una injuria determinada. Este proceso es por lo

tanto defensivo (41) e involucra a distintos tipos de células, fac
tores mediadores y enzimas (42). Los glucocorticoides actúan a dis

tintos niveles inhibiendo la inflamación: regulando el tráfico

celular del organismo (43), actuando sobre las funciones de las
células intervinientes e inhibiendo la biosintesis de mediadores

pre-inflamatorios (44).
El primer paso de una respuesta inflamatoria, es la migración

de los leucocitos al área de inflamación (45). La administración de

glucocorticoides produce una marcada linfocitopenia, monocitopenia

y eosinopenia (37, 46), disminuyendo la acumulación de estas
células en el área de inflamación. Este mecanismose debe a una

redistribución de las células fuera de la circulación. con una

acumulación en órganos linfáticos como la médula ósea, timo, bazo y

nódulos (47).

Es por eso, que en este capitulo se determinó la acción antiin

flamatoria de ¿HOPpor via inyectable, oral o tópica en ratas a las

cuales se les indujo edema. Además, para averiguar si ¿HOP tenia

este efecto regulando el tráfico celular, como lo hacen los

glucocorticoides, se midió la leucopenia de los animales tratados.
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MATERIAL Y METODOS

Drogas

La carragenina tipo IV utilizada para inducir edemas (48) y el

aceite de crotón, así comola progesterona fueron de Sigma Chemical

Co.

Animales de experimentación - Tratamientos por vía inyectable u

oral

Se utilizaron ratas Sprague Dawleyde dos meses con las cuales

se realizaron tratamientos crónicos y agudos administrando los

esteroides en forma inyectable según se describe en el capítulo 1.

Por otro lado para investigar la actividad de ¿HOPpor via

oral, se administró por sonda el esteroide disuelto en un vehículo

compuesto por 10% de etanol, 20%de propilenglicol y 70% de

solución fisiológica. Tambiénen este caso se efectuaron trata

mientos agudos y crónicos.

Determinación de 1a capacidad antiinflamatoria

En todos los tratamientos, a las 3 horas de la última inyección

se inyectó la planta de la pata derecha de cada una de las ratas

con 0,1 ml de carragenina diluida al 2%en solución fisiológica, y

la planta de la pata izquierda, con 0,1 ml de solución fisiológica
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(49). Ademásse les extrajo sangre de la cola para realizar recuen

to y fórmula leucocitaria. A las 2 horas, se procedió a sacrificar

los animales, cortar las patas, pesarlas y observar la diferencia
de peso entre ambas patas de un mismoanimal. La actividad antiin

flamatoria es medida por la disminución del peso de 1a pata en la

que se indujo edema.

Recuento y fórmula leucocitaria

Se colocaron 0,02 ml de sangre estraida de cada rata en un

frasco conteniendo 0,38 ml de ácido acético al 2%. Se cargó la

cámara de Neubauer y se contaron los 4 cuadrantes externos. El

valor obtenido se reemplazó en la siguiente fórmula:

Leucocitos por mma = n x 20 x 10

4

siendo n = número de células en los 4 cuadrantes

20 = dilución de la sangre

10 = altura de la cámara.

Para observar la fórmula leucocitaria, se realizaron extendidos

de sangre que fueron coloreados con May-Grunwald-Giemsa.

Determinacióndel efecto antiinflamatorio local
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Para esta determinación se utilizó 1a técnica descripta por

Tonelli et al. (50) que consiste en la preparación de un vehiculo

compuestopor 4 partes de piridina, l parte de agua destilada, 5

partes dietil eter y 10 partes de 2%de aceite de crotón en dietil

éter (v/v), este vehículo ae aplica a la oreja derecha de la rata,
a las 4 horas los animales se anestesian con éter, ae extraen ambas

orejas y se pesan. El indice de inflamación (Ii) ae calcula:

Pc

donde Pg es el peso de la oreja tratada con aceite de crotón y Pc

el peso de la oreja sin tratar.
Para probar el efecto antiinflamatorio tópico de los

esteroides, estos se disuelven a las concentraciones elegidas en el

mismovehiculo y se aplica en la oreja derecha. El efecto antiin

flamatorio ae determina comparandolos indices de inflamación de

las orejas tratadas solamente con aceite de crotón en comparación a

las que tuvieron esteroides.



30

RESULTADOS

Los resultados de la actividad antiinflamatoria por tratamiento

oral agudo y crónico de AHOP se muestran en la tabla 5, este

esteroide produjo una alta inhibición de la inflamación en ambos
casos.

Cuandoel tratamiento se realizó en forma inyectable ¿HOPtanto

en forma aguda comocrónica inhibió igual que la dexametasona la

acción inflamatoria de la carragenina, no teniendo efecto ni la

corticosterona ni la progesterona según se observa en la tabla 6.

En estos animales, según la tabla 7 dexametasona provocó una

leucopenia marcada,no asi AHOP.

Las fórmulas leucocitarias (tabla 8) realizadas luego del

tratamiento crónico inyectable muestran que ¿HOP y dexametasona

producen proporcionalmente una disminución de los linfocitos y de

los eosinófilos, aumentandoen consecuencia los neutrófilos. Estos

efectos son más marcados con dexametasona.

Finalmente la tabla 9 muestra los resultados obtenidos luego de

aplicaI'AHOP o dexametasona en forma tópica junto con el aceite de

crotón. Se observa que ambosesteroides disminuyeron la inflamación

en un 50% y en un 70% respectivamente.



Tabla 5. Efecto antiinflamatorio de AHOP.

Tratamiento agudo

Tratamiento por via oral

Tratamiento crónico

Compuesto n Ade peso x Inhib. n ¿de peso x Inhib.

Vehículo 5 384 3 38 5 532 1 126

¿HOP 5 222 t 39 42 6 336 1 40 37

n = número de animales en cada grupo.

Ade peso = diferencia de peso entre 1a pata inyectada con CEP

ragenina y la pata control de un mismo animal en mg.
4Los resultados corresponden al promedio

determinaciones.

error standard de las n



Tabla 6. Acciónantiinflamatoria de esteroides.

a) Tratamiento agudo
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Dosis inyectables.

Compuesto n Diferencia de peso (mg) X Inhibición

entre las patas Inflamación

Vehiculo 10 398 1 38 -—-—

Dex 0,033 mg 10 119 1 10 t 69 1 3

¿HOP 2m: 6 138 1 22 t 65 1 5

Progesterona 2m: 6 366 3 43 6 * 10

Corticoster. ng 3 396 3 15 -13 1 4

Las dosis indicadas son cada 100 g de p.c.

b) Tratamiento crónico

Compuesto n Diferencia de peso (mg) x Inhibición

entre las patas Inflamación

Vehiculo 8 386 t 23 ---- -

Dex 8 106 * 15 t 73 1 6

AHOP 9 163 1 12 * 59 1 6

Las dosis utilizadas en tratamiento crónico se detallan en material

y métodos.

t p < 0,001 segun test de Student's.
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Tabla 7. Efecto de ¿HOP y dexametasona Dex) en el número de

leucocitos en sangre

Tratamiento Agudo Tratamiento crónico

Compuesto n leucoc/mm3 n leucoc/mma

Vehiculo 6 24.058 t 2395 12 25.541 1 3640

¿HOP 6 22.383 1 2188 8 23.350 1 3509

Dex 6 9.633 fi 1911* 8 11.606 1 1213*

Los resultados corresponden al promedio 1 el error standard.

x p < 0,001 segun test de Student's.

Tabla 8. Fórmula leucocitaria obtenida luego de un tratamiento

crónico inyectable con los esteroides

Compuesto Linfocitos Monocitos Neutrófilos Eosinófilos

(x) (X) (X) (X)

Vehiculo (12) 60 1 3 3 32 1 3 2

¿HOP (8) 44 1 9 3 62 a 8 1

Dex (8) 10 3 2 1 87 1 2 1

Los valores entre paréntesis indican el número de animales
tratados.

Los resultados corresponden al promedio 1 el error standard.
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Tabla 9. Efecto antiinflamatorio tópico

Compuesto n Indice inflamación X Inhibición

Vehiculo 12 106 1 13 ---- -

AHOP (6mg/ml) 6 55 t 6* 51

Dex (0.1mg/m1) 6 31 t 12‘ 71

Los resultados corresponden al promedio 1 el error standard de las
n determinaciones.

Las concentraciones entre paréntesis indican los mgde esteroide

disueltos por m1de solución de aceite de crotón.

t p < 0,001 segun test de Student’s.
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DISCUSION

La acción antiinflamatoria deIÁHOPobservada en estos estudios

fue semejante a la producida por un potente glucocorticoide como lo

es la dexametasona y cuyos efectos antiinflamatorios ya han sido

demostrados ampliamente (51, 52, 53).

El efecto antiinflamatorio por vía oral semejante al inyectable

indicaría una gran estabilidad de la molecula que no sería destrui
da en el tracto digestivo. Esta estabiliadad coincide con la gran

perdurabilidad del efecto biológico observado en el capitulo

anterior y que se le adjudica a su estructura molecular.

Los resultados obtenidos en la aplicación tópica de ¿HOP coin

cide con trabajos en los que se demuestra que los compuestos 116

hidroxilados son potentes antiinflamatorios tópicos (54), pero a
diferencia de los glucocorticoides que también tienen esa carac

teristica, ¿HOPno alteró los pesos de timos y bazos despues de 48

horas de la aplicación según se observó en el laboratorio.
Los resultados obtenidos del recuento leucocitario demuestran

que AHOP tendría muypoco efecto sobre la motilidad de estas

células ya que el númerode leucocitos totales no varió, pero dis

minuyólevemente el porcentaje de linfocitos y eosinófilos en el
tratamiento crónico. Estos resultados contrastan con la marcada

leucopenia, linfopenia y eosinopenia que producen los glucocor

ticoídes (55, 56, 57).

Todos estos resultados muestran que AHOPactuaría como antiin

flamatorio en forma distinta a los glucocorticoides, afectando por

una parte solo levemente la circulación leucocitaria, pero debido a
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que el proceso inflamatorio de por si es sumamentecomplejo, ademas

del importante papel que tiene sobre el mismoel sistema inmune,

queda por investigar si ¿HOPafecta las funciones de este último y

la de los factores que intervienen en ambos, especialmente 1a Il-l

segregada por los macrófaaos.



CAPITULOIII

EFECTO "IN VITRO' SOBRE CELULAB HONONUCLEARBS DE SANGRE HUMANA



GENERALIDADES

En el capitulo anterior se demostró la capacidad antiinflama
toria de ¿HOPconcordante con una leve disminución de los linfoci

tos circulantes pero sin alterar el númerode leucocitos totales en

sangre. Queda por aclarar si este esteroide actua directamente

sobre estas células y/o sobre los factores segregados por ellas.

Es sabido que entre los múltiples mecanismospor los que los

glucocorticoides disminuyen la respuesta inmunese encuentra la in

hibición de la proliferación linfocitaria (58, 59). Dos factores
solubles están asociados con la proliferación y diferenciación de

los linfocitos. Unode ellos es la interleuquina-l (Il-1)(60, 61),
producida por los macrófagos activados por un antígeno o mitógeno,

que actúa sobre las células T helper para liberar otro factor

llamado interleuquina 2 (Il-2) (62, 63). Dichos factores, que son

polipéptidos, actúan sobre las células T, que responden, proliferan

y se diferencian en células T efectoras (64). Ambosestan direc

tamente relacionados ya que la secreción de 11-2 por los linfocitos

es dependiente de la secreción de Il-l por los macrófagos (65).
distintosLos glucocorticoides inhiben esta proliferación por

caminos, por un lado, producen un efecto inhibitorio directo en el

metabolismo (17) y en la estimulación de los linfocitos por inhibir

la secreción de Il-l por los macrófagos (66) y de 11-2 por los lin

focitos (67).

En consideración a todo lo descripto, se investigó el efecto de

AHOPcomparado con el del cortisol ( hormona glucocorticoidea natu

ral del hombre) la linfocitos humanosen proliferación de

38



estimuladoa "in vitro" con phitohenoaglutinina (PHA)(nitózeno

específico para la línea T) y también se decidió investigar la ao

ción de ¿HOPcomparándola con la de dexametaaona sobre la produc

ción de Il-l por los monooitoa.



MATERIAL Y METODOS

Drogas x soluciones

Metil-timidina’H (AE 6,7 Ci/mmol) fue provista por New England

Nuclear (Boston M.A.). Ficoll (PM= 400.000), Hepes ( pka 7,5 a

25°C), phitohemoaglutinina P (PEA-P), Lipopolisacarido E.coli (LPS)

y cortisol fueron de Sigma. El suero fetal bovino marca GIBCO fue

decomplementado (30 minutos a 56'C) antes de usar.

El Hypaque como sal sódica fue donado por Farmasa Farmaceutica

Argentina.

Los esteroides utilizados se disolvieron en RPMI1640 para dar

una concentración de 10'4M mediante sonicación y las diferentes
diluciones se realizaron en mediode cultivo.

Extracción y purificación de las células mononucleares

Las células mononucleares de sangre periférica humana (CMSP)se

obtuvieron por gradiente de ficoll-hypaque según Boyum(68) y los
cultivos se realizaron de acuerdo a la técnica de la Dra. Marta

Castillo (69).
La sangre venosa humana (40-60ml) se extrajo en forma estéril

con heparina (lOU/ m1 de sangre), y se diluyó con igual volumen de

solución fisiológica, 4 ml de dicha dilución se agregaron sobre 3

ml de Ficoll-Hypaque (densidad = 1,075-1,077) formándose dos fases.

Se centrifugó 40 minutos a 500g y la interfase con las CMSP se

trasvasó a tubos cónicos, lavándose tres veces con solución
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fisiológica más penicilina 1%. Las células se resuspendieron en

medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con lOmMde Hepes (pH 7,4

7,5), 2mMde L-glutamina, penicilina (lOOU/ ml), streptomicina

(lOOug/ m1) y 10%de suero fetal bovino y se contaron por exclusión

de azul trypan para determinar la viabilidad.

Activación de los linfocitos y determinación de su proliferación

por la sintesis de ADN

Los cultivos de CMSPse realizaron por cuadruplicado en tubos

de vidrio estériles cerrados con tapones de goma, conteniendo cada

uno 10° cel/ m1. No se utilizaron microplacas de 96 cápsulas debido

de ¿HOP y paraa que se quiso inVestigar el mecanismode acción

ello fue necesario realizar lavado de células.

Las células se cultivaron durante 48 horas a 37°C en presencia

de PHA-P(5 ug/ ml) y de las correspondientes concentraciones de

¿HOPy cortisol.

Lavado y reincubación de las células

A las 18 horas de cultivar las células en presencia o ausencia

de los esteroides, se trasvasaron a tubos cónicos y se lavaron con

5 ml de RPMI 1640 con 10%de suero fetal bovino. Luego se contaron

y se cultivaron nuevamente con PHAen presencia o ausencia de los

esteroides durante 48 horas de acuerdo al protocolo que se muestra
en resultados.
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Determinación de la síntesis de ADN

La sintesis de ADNse midió en las células cultivadas por

agregado de 0,5 uCi de metil-timidina 'H/ m1durante las últimas 5

horas de cultivo.

A las 48 horas, los cultivos se centrifugaron a 1.500 g. y el

pellet final se resuspendió en 1 m1de agua destilada con 0,25% de

albúmina bovina para romper las células y se precipitó con 0,4 m1

de TCA 25% (concentración final 7%). El ADN se recibió sobre

filtros de fibra de vidrio ( Whatman, Clifton N.Y.), y se lavó

sucesivamente con ClH 0,2 N, ClH 0,05 N y etanol. Los filtros se

secaron y se transfirieron a viales con 3 ml de tolueno centellante

y se contaron en un contador de centelleo líquido.

Valoración de Il-l por bioensazo

a) Producción de Il-l

Se realizaron cultivos de células mononucleares de sangre

humanaextraídas por gradiente de Ficoll-Hypaque. Estas células se
incubaron durante una hora en medio de cultivo RPMI1640 a 37°C en

placas de 6 pozos con capacidad de Z ml cada una conteniendo 4 x

10° células. A1 cabo de ese tiempo, se removieron por lavado las

células no adheridas a la placa. Las células restantes, adheridas
se cultivaron durante 24 horas a 37'C en medio de cultivo con 5%de

suero humano AB (HABS)en presencia del mitógeno LPS a una con

centración de 10 ng/ m1, y concentraciones de AHOPlO-‘M y 10'5M y
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de daxametasona 10"M y 10-7M. El sobrenadante se centrifugó, se

dializó con membranasde poro de exclusión de peptidos de peso

molecular entre 6 a 8 KD contra 150 volúmenes de PBS durante 48

horas y posteriormente contra 20 volúmenes de RPMI1640 durante 24

horas. De esta forma la Il-1 de PM: 17000, quedó atrapada,

eliminándose el mitógeno y los esteroides presentes en el medio de

cultivo. Por último se congelaron los sobrenadantes a -70°C hasta

el momentode realizar el bioenaayo.

b) Bioensazo

Se utilizaron timocitos de ratón CSH/HeJextraídos según la

técnica descripta en el capitulo l pero en forma estéril. La
técnica consistió en agregar diluciones de 1/10, 1/20, 1/40, y 1/80

del sobrenadante del cultivo de 24 horas a 2,5 x 105 células/ pozo

cultivadas en RPMI1640 con 5%de suero fetal bovino en presencia

de 10 ug/ ml de PHA. Cabe destacar que se utilizaron placas de 96

pozos para realizar el bioensayo. Al cabo de 48 horas de cultivo a

37°C, se agregó 0,5 uCi de timidina-3H a cada pozo y se continuó el

cultivo 16 horas más. Por último las células se cosecharon en

filtros de fibra de vidrio utilizando un cosechador de marca Nunc,

y dichos filtros se secaron y contaron con tolueno centellante en
un contador de centelleo. De esta manera se determinó el radioac

tivo incorporado a las células sabiendo que a mayor incorporación

mayor cantidad de Il-1 segregada por los monocitos.
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RESULTADOS

Efecto de AHOP1 cortisol sobre linfocitos estimulados

Los resultados en la figura 4 muestran la respuesta a la PHA

por las CMSPen presencia de concentraciones crecientes de ¿HOP o

cortisol. En ella puede observarse que, en presencia de cortisol

10'9M, el efecto inhibitorio sobre la incorporación de timidina-3H

fue del 20%, aumentando al incrementar la concentración del

esteroide llegando a un 90%de inhibición con cortisol 10 "M.

Delta HOP,en cambio, no tuvo ningún efecto a bajas concentraciones

(10'9M - 10'°M), apareciendo recién un 20%de inhibición a 10'5M y

un máximo efecto con 10"M.

Comoel efecto inhibitorio observado podria deberse a un efecto

citolítico de los esteroides, y no a la inhibición de la sintesis

de ADN,se determinó la viabilidad celular por azul trypan y por

coloración con May-Grunwald-Giemsael tipo de celulas presentes en

los cultivos realizados en presencia de los esteroides. Los con
tajes celulares mostraron que a las distintas concentraciones de

cortisol y AHOP,la viabilidad fue superior al 95%.
Por otro lado en los extendidos celulares no tratados con PHA

(controles) se observaron células aisladas, no estimuladas. En cam

bio cuando las células estuvieron en presencia del mitógeno, hubo

gran cantidad de acúmuloscelulares de linfocitos y blastos. En el

caso de los linfocitos estimulados en presencia de AHOP10'4M o

cortisol (F) 10"M las células se observaron comolas controles.

Cuando las células se cultivaron en presencia de PHAy AHOP 10-‘M



se visualizaron acúmulos celulares, lo que indica que la
estimulación no fue inhibida a esta concentración. Concortisol se

observó a mayor concentración una disminución del número de

acúmulos y de blastos, indicando una inhibición en la estimulación.

El efecto de la PHAsobre CMSPpreincubadas o no con 10"M de

¿HOPo cortisol (F) se muestra en la figura 5 : a) La acción

mitogénica de la PHAfue igual en las células pretratadas o no con

¿HOP (no hubo inhibición), mientras que cuando esta se agregó a

todos los cultivos junto con la PHAdespués de la preincubación un

efecto inhibitorio muymarcado se mostró por igual en ambos grupos,

b) Muestra que a pesar de la ausencia de cortisol se produjo una

significativa inhibición en la incorporación de timidina que se

hizo más marcada cuando el cortisol se agregó a los dos grupos

después del lavado junto con la PHA.

Efecto de.AHOPy dexametasona sobre la producción de Il-l

En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos en la

valoración de la Il-l por bioensayo. Delta HOP 10"M fue el

esteroide que mayor inhibición produjo a todas las diluciones

probadas con respecto a las células controles estimuladas sin

esteroides, alcanzando en la primera dilución una inhibición del

67% mientras que AHOP 10-5M inhibió un 36%. Concentraciones de

dexametasona 10'°M y 10'7M tuvieron un efecto semejante, produ

ciendo ambas una inhibición del 41%en la primera dilución.
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ESTIMULACION LINFOCITARIA
Efecto de cortisol y AHOP

‘15Inhlb|0|on
OO
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Oonoentraoion -Iog (M)

Comsol AHOP

Efecto inhibitorio de AHOPy cortisol sobre la incorporación

de timidina-sH en células mononucleares de sangre periférica

humana estimuladas con 5 ug/ml de PHAdurante 48 horas.

error standard de por lo menosCada valor es el promedio t

seis determinaciones.
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INHIBICION DESPUES DEL LAVADO
' CORTISOL (F) 10-4 M

20 cpm/ 106 cel (Thousands)

PHA PHA + F 10-4M
:3 Preincub sin F 10-4M Preíncub con F 10-4M

l p <0.05

AHOP 10-4 M

Lpnu' 106 cel (Thousands)

PHA '0AHOP 10’4 M

[:1 preincub sin .HOP preincub conAHOP

Figlsi Efecto de ¿HOP 10'4M y cortisol (F) 10‘4M sobre las células

mononucleares de sangre periférica preinoubadas o no con los

esteroides.

Cada valor es el promedio + error standard de por lo menos

seis determinaciones.



VALORACION DE |L-1
Bioensayo

o Incorporaolon de tlmldlna-H’(opm x 10 )

4o r

30 F

20 

1o 

0
1/10 1/20 1/40 1/80 

Dilucion del sobrenadante

—- LPS 100 ng/ml + LPS 1o ng/ml + AHOP10'“M

'G'AHOP 101M + Dex 1o“’My 104M

EigLQ. Valoración de Il-l por bioensayo. Efecto de distintas

concentraciones de ¿HOPy dexametasona (Dex) en la

producción de Il-l por los macrófagoa. Las diluciones fueron

de los sobrenadantes provenientes de la estimulación de los

macrófagos por LPSque se agregaron al cultivo de timocitos

en presencia de PHA.



DISCUSION

En concordancia con trabajos anteriores realizados con gluco

corticoides (70, 71, 72, 73), en este capitulo se observa que el

cortisol inhibió la acción mitogénica de 1a PHA en linfocitos

humanospresentando una curva de saturación tipica de los mismos.

Se utilizó este esteroide y no dexametasona, por ser el glucocorti

coide natural del hombre. Por el contrario, Delta HOP,no tuvo

efecto a bajas concentraciones alcanzando la minima inhibición con

10'5M y la máxima con 10-4M , no presentando, en consecuencia la

caracteristica curva dosis-respuesta de los glucocorticoides. Dicha

inhibición fue especifica ya que cuando se incubaron CMSPcon 10-4M

de pregnanodioldiona o 17 hidroxiprogesterona no se produjo ningún

efecto inhibitorio. La inhibición de la incorporación de timidina

3H observada en estos experimentos se debió a una inhibición en la

proliferación y no a un efecto tóxico de los esteroides de acuerdo

al recuento celular realizado después de 48 horas de cultivo y a

los extendidos celulares, que mostraron una correlación directa

entre el menor número de acúmulos y blastos con una disminución de

la incorporación de timidina-SH.

El potente efecto inhibitorio de AHOP10"M en la proliferación

linfocitaria se produjo solamente en presencia del esteroide, según

lo demuestra la figura 5 en que se ve claramente que a pesar de

estar AHOP18 horas en contacto con las CMSPel efecto inhibitorio

no se produce si esta es retirada antes de ser agregado el mitó

geno. Por el contrario hay una marcada inhibición cuando se agrega

con la PHA independiente de que las células fueran o no preincu
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badas con el esteroide. Todo lo contrario sucede con el cortisol,

en este caso la presencia del mismo en los cultivos durante 18

horas previas a la estimulación, hace a las células menossensibles

a la acción mitogénica de la PHAaún cuando la hormona no se agrega

lo que confirma ladespués del lavado, presencia de una proteína

inhibitoria clásica del efecto glucocorticoide (74, 75). Estos

resultados coinciden con los obtenidos por González et a1.(22) en

los que se demuestra que es necesaria la presencia de ¿HOPy no la

de corticosterona en la inhibición de incorporación de uridina-SH

por timocitos de rata.

Los resultados obtenidos en la producción de Il-l por efecto de

los esteroides sugieren que ¿HOPa altas concentraciones disminuye

la producción de Il-l en mayor grado que la dexametasona, teniendo

en este caso un efecto inmunosupresor semejante a los glucocorti

coides. Esta inhibición se traduce en una supresión de la produc

ción de 11-2 dependiente de Il-l y en consecuencia menos

proliferación linfocitaria.
Estas observaciones concuerdan con trabajos realizados con

cortisol a concentraciones entre lO-‘M a 10'4Men los que se

demuestra que suprime completamente la producción de Il-l (66, 76,

77). Por otra parte, trabajos recientes han investigado más

profundamente el mecanismopor el cual los glucocorticoides inhiben

la producción de Il-l y han demostrado que se produce por una dis

minución en la transcripción del gen de IL-l y también en la

estabilidad del ARNmensajero (78, 79); queda por aclarar si 1a ac

ción de lauAHOPsobre la Il-l es mediada por el mismo mecanismo.
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GENERALIDADES

Los efectos inmunosupresoresy antiinflamatorios de la terapia

con glucocorticoides y'.4HOP han sido discutidos en capitulos

anteriores donde se realizó un estudio de dosis, perdurabilidad del
efecto, potencia antiinflamatoria e inmunosupresora. Los
glucocorticoides ademásde estos efectos actúan sobre otros tejidos

teniendo por lo tanto una acción múltiple, la mayoria de ellas
tóxicas.

Desde los años 30 se conoce el efecto antagónico que tienen los

glucocorticoides con respecto a la insulina en el metabolismo de

los hidratos de carbono (80). Estos, aumentan la gluconeogénesis

hepática produciendo como consecuencia una disminución en la

entrada de glucosa a los tejidos periféricos, un aumentode la

misma en sangre y una acumulación de glucógeno en higado (17, 81),

lo que lleva a ultranzas a un estado diabético.

Además, es sabido que los glucocorticoides aumentan la ex

creción de potasio y estimulan la reabsorción de sodio produciendo

un desbalance iónico (82); siendo importante por lo tanto medir la

potencia sodio retentora de aquellos fármacos que se utilicen como

inmunosupresoresy antiinflamatorios.

En altas dosis, estos esteroides producen disminución del peso

de órganos linfáticos comoel timo, bazo y nódulos. La involución

marcada del timo ha sido estudiada en detalle, en cuanto al bazo,

poco se sabe de la susceptibilidad de los linfocitos a estos
esteroides (83).
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Otro de los efectos tóxicos es la atrofia de las glándulas

auprarrenalea, por inhibición de la liberación de ACTHcon una con

secuente disminución de la corticosterona circulante (84, 85).

En este capitulo se estudia la posible acción tóxica de AHOP

con respecto a loa glucocorticoides clásicos, midiendo la

acumulación de glucógeno en el higado, los pesca de órganos blanco,

su potencia sodio-retentora y Buefecto sobre la actividad del eje

hipotálamo-hipofiaiario-adrenal.



MATERIAL Y METODOS

Drogas 1 soluciones

El glucógeno de hígado de conejo utilizado comostandard asi

como el reactivo de Krisman para 1a determinación de glucógeno fue

provisto gentilmente por la Dra. Clara Krismandel Instituto de In

vestigaciones Bioquímicas. Este se prepara con 130 ml de solución

saturada de CaClz y 0,5 ml de 0,26 g de Iz/ 2,6 g IK en 10 ml de

agua destilada.

. ., ., ’ ‘ .Medicion de la reten01on de Na - K en orina

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 200 g de peso y se

realizó una variación del modelo experimental utilizado por Damasco

et al.(86) que consiste en z

Hora 0- Adrenalectomíabilateral bajo anestesia con éter,

Hora 18- Se les retira la comida (pellets de purina y se les coloca
en la jaula una botella de solución fisiológica y otra de agua

destilada para beber.
Hora 41- Las vejigas se vacían por presión.

- Se inyectan 2,5 ml de NaCl 0,9% subcutaneamente.

- Se inyectan las ratas en el cuadriceps derecho (in

tramuscular) con los esteroides disueltos en un solvente con

teniendo 0,1 partes de etanol, 0,2 partes de propilenglicol y 3,7

partes de agua destilada.
- Se ligan los penes.



Hora 45,5- Bajo anestesia con éter 1a orina es extraída de la

vejiga y los animales son sacrificados.

El Na‘y K’en orina se mide mediante un fluorimetro de llama.

Determinación del efecto ¡luconeogénico en higado

Se inyectaron ratones Balb/c de aproximadamente 20 g en forma

crónica (según capitulo l) con dosis de Dex 0,008 mg/IOOa p.c.,

ÁHOP0,500 mg/100 g p.c. o vehiculo. A las 5 horas de la última in

yección se sacrificaron los animales y se extrajeron sus higados.

Se cortaron trozos de higado de aproximadamente 200 mg, se les

agregó 0,9 ml de KOH33% y se calentó a 100°C durante 20 minutos.

Al cabo de este tiempo, se agregó 1,5 ml de etanol 96%y se guardó

a -4’C hasta obtener el precipitado de glucógeno (aproximadamente 8

horas). Este procedimiento se repitió hasta obtener un pellet
blanco.

Se realizó primero una curva standard de glucógeno de la

siguiente forma: a cada alícuota se agregó 100 ul de agua

destilada, 100 ul de ClH lN y 1,4 ml de reactivo de Krisman. Se

midió en espectrofotómetro a 460 nm.

El mismo procedimiento se realizó tambien con los pellets ob

tenidos de los higados de los ratones tratados y se comparó la

deposición de glucógeno producida por dexametasona y .HOP.

Determinación del ACTHy corticosterona plasmática



Para ello se utilizaron ratas Sprague Dawleycon tratamiento

agudo según capitulo 1 que consiste en una inyección de 2 mg de

¿HOP o 0,033 mg de dexametasona o vehiculo. A las 5 y 18 horas

después de la inyección se sacrificaron los animales y se ex

trajeron muestras de plasma para dosar ACTHy corticosterona.

La medición del ACTHplasmática fue realizada por el Dr.

Fernando Estivariz y la Dra. María Ines Moranode la Facultad de

Medicina de la Universidad Nacional de la Plata. utilizando la

técnica de radioinmunoensayo (87).

La corticoaterona plasmática fue determinada por el método

fluorimétrico de Silber según se indicó en el capitulo 1.

Determinación del peso de órganos

Se realizaron tratamientos crónicos (detallado en el capitulo

l) utilizando ratones Balb/c de 20 g. A las 5 horas despues de la

última inyección se sacrificaron los animales y se extrajeron los

timos, bazos y glándulas suprarrenales, los cuales se limpiaron y

pesaron en una balanza Mettler.



RESULTADOS

La tabla 10 muestra los resultados obtenidos por la determi

nación de NEy K'en orina de ratas tratadas en forma aguda con ¿HOP

u otros esteroides. Se observa que la aldosterona, mineralocorti

coide clásico, fue el compuesto que provocó mayor reabsorción de Na

y excresión de É; Delta HOPresultó menos sodio-retentor que los

otros corticoides probados (dexametasona y corticosterona) pero más

que la progesterona.

En otro grupo de animales tratados de la misma forma se midió

ACTHy corticosterona plasmática después de 5 y 18 horas de la in

yección de AHOPo dexametasona (figura 7). A las 5 horas se produjo

una significativa disminución de ACTHy corticosterona plasmática

tanto en los animales tratados con 4HOPcomo con dexametasona pero

a las 18 horas, los valores de los animales tratados con ¿HOP se

recuperaron mientras que los tratados con dexametasona permanecie

ron por debajo del nivel normal. Estos resultados muestran que el

efecto inhibitorio de ¿HOPsobre la secreción de ACTHfue muy in

ferior al causado por dexametasona además de que los niveles de

corticosterona plasmática se correlacionaron con las variaciones de
ACTH.



Tabla 10. Efecto sodio-retentor de los esteroides

Compuesto dosis/1003 p.c. Na' (mEq/litro) X retención Na‘lK’

Vehículo 8,77 1 1,00 0 0,187

Progesterona 2m; 7,64 1 0,81 13 0,095

AHOP 2m: 5,47 t 1,43 38 0,071

Dexametasonn 0,033mg 3,71 1 0,01 58 0,061

Corticosterona ng 3,37 1 0,67 62 0,040

Aldosterona 0,003mz 2,36 1 0,89 74 0,021

Cada valor es el promedio t error standard de un grupo de 6

animales.



ACTH plasmatico
Ratas

ACTH pg/ ml1000

O
Control AHOP Dex Control AHOP Dex

:1 Control zóHOP Dex
*p<0.01; *p<0.001

Corticosterona plasmatica
Ratas

Carticoateïona ug/ rnl
7° 5 HORAS

o v :-:-:
Connm AHCP Cannon LHOP

[:1 Contra! AHOP Dex

No.05: *p‘0.001#

Fíg.7. Efecto de ¿HOPy dexametasona (Dex) sobre el ACTHy la

corticosterona plasmática después de 5 y 18 horas de la

inyección.
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Para corroborar que AHOPno afectaba considerablemente al eje

hipotálamo-hipofisiario-adrenal y tampoco el peso de órganos

"blanco", se realizaron tratamientos crónicos en ratas y ratones

con.4HOP y dexametasona al cabo de los cuales se extrajeron y

pesaron los timos, bazos y glándulas suprarrenales. En la figura 8

se observa que AHOPno modificó el peso de los mismos ni en ratas

ni en ratones, mientras que dexametasona causó una disminución del

peso de todos los órganos en ambos grupos de animales.

Para observar el efecto gluconeogénico de AIKHHen primer

lugar, se realizó una curva standard de glucógeno cuyos valores se

muestran en la figura 9. Los valores de glucógeno hepático se

muestran en la tabla ll, en ella se observa que tanto la
dexametasona como la AHOPaumentan el contenido del mismo con

respecto a los controles.
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Ratas
mg/ 100 g de peso

800

¡:1 Control AHOP

Ratones
mg/ 100 g de peso500

[:1 Control %AHOP
*F<ODO1 9'04“ #p<0.06

Peso de organos

mg/ 100 g de peso
30

Dex

Peso de organos

Dex

6].

Fig.8. Efecto de AHOPy dexametasona (Dex) sobre el peso de órganos

de ratas y ratones luego de un tratamiento crónico.
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Fi¡.9. Curva standard de glucógeno.

Tabla ll. Efecto de ¿HOPy dexametasona (Dex) sobre el glucógeno

hepático luego de un tratamiento crónico en ratones.

Tratamiento n ug glucógeno/ mg higado

Vehiculo 9 0,43 t 0,03

¿HOP 10 0,58 t 0,06 t

Dex 5 0,64 ‘ 0,22 *

Los resultados se expresan comopromedio 3 error standard.

Diferencias significativas respecto de los animales inyectados con

vehiculo : t p < 0,05 según test de Duncan’s.



DISCUSION

Es sabido que dosis farmacológicas de glucocorticoides crean

insuficiencia suprarrenal, bloquean la secreción de ACTHinducida

por stress y causan cambios histológicos en la zona de la

glomerulosa (88). Delta HOPprodujo una disminución del ACTHy la

corticosterona plasmática en ratas después de 5 horas de la in

yección, recuperándose rápidamente a valores normales. Por el con

trario, la dexametasona mantuvo estos valores bajos despues de 18

horas de la inyección; comosucede con la corticosterona, 118

hidroxiprogesterona (89) y altas dosis de metilprednisolona (34,

40).

Es de notar, que según los resultados del capitulo l, tanto en

los tratamientos agudos comocrónicos, ¿HOPno alteró los niveles

de corticosterona, plasmática en los ratones, lo que no coincide

con los resultados en ratas observados en este capitulo. Esta

diferencia podría deberse a que las ratas son animales más

sensibles a los glucocorticoides que los ratones, observándose una

disminución pasajera de los niveles de ACTHy corticosterona en las
tratadas con AHOP.

Corroboran estos resultados, el hecho de que AHOPno produjera

atrofia de las glándulas suprarrenales luego de tratamientos
crónicos tanto en ratas como en ratones. Por el contrario 1a

dexametasona produjo una reducción del peso de estas glándulas in

dicando una insuficiencia suprarrenal, acción tóxica producida por

la mayorparte de los corticoides utilizados en la clínica médica
(89, 40).



Delta HOP tampoco afectó los pesos de los timos y bazos,

diferenciandose así notablemente de los glucocorticoides clasicos

(90, 91). También lo hacen con respecto al efecto sodio retentor

que es significativamente menor. En cambio ¿HOPactúa igual que los

glucocorticoides en la sintesis de glucógeno.

De acuerdo a estos resultados, se puede concluir que dHOP

carece de algunos efectos tóxicos importantes comoson la atrofia

de órganos e insuficiencia suprarrenal, teniendo en cambio un leve

efecto en la secreción de ACTHy en la retención de Na. Estos

resultados 1a hacen valiosa desde el punto de vista farmacológico

ya que muypocos esteroides antiinflamatorios e inmunosupresores 

carecen de estos efectos colaterales tóxicos (34, 40, 92).
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l) POLARIZACION DE FLUORESCENCIA

GENERALIDADES

La fluidez de la membranacelular juega un importante papel en

el control de los mecanismoscelulares (93), por ende una variación

en ella puede producir cambios en los procesos de transporte (94) y
en la transmisión de señales a través de la misma.

En este capitulo se estudia el efecto de ¿HOPen la fluidez de

la membranade timocitos, observando si modifica el entorno de las

cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos.

Unatécnica eficiente para evaluar las caracteristicas diná

micas de las bicapas lipídicas de la membranaes la polarización de

fluorescencia. Esta técnica se basa en que la fluorescencia

emitida por las moléculas que estan dispersas en un medio viscoso

está parcialmente polarizada. Esto se expresa en términos de grado

de polarización g, que se obtiene de la medida simultánea de Irx/I:

y 11, donde In: y IL son las intensidades de fluoreSCencia detec

tadas a través de un polarizador orientado paralelo y perpendicular

a la dirección de polarización de rayo de luz excitado (95). Los

valores de las intensidades se relacionan para determinar el grado

de polarización de fluorescencia de la siguiente manera:

P In -I.L III/IL-l
le +11 III/IL‘I' l



Para realizar esta medición se incubaron timocitos en presencia

de 1,6-difenil-1,3,5 hexatrieno (DPH) comohidrocarbono fluores

cente, ya que sus caracteristicas espeCtrales y su forma. elongada

lo hace más sensible a los cambios de fluidez y ademas le permite

introducirse rapidamente en las bicapas lipidicas. Esto provee una

medida del grado de rotación del fluoróforo en la membranade los

timocitos reflejando asi la dinamica del interior de la misma(96).

El DPH,cuando es excitado, posee un grado de polarización de

fluorescencia que se relaciona con la viscosidad de la membranaque

se opone a las rotaciones del eje largo de la molécula del DPH.

Este fluoróforo se une inespecificamente a distintos sitios dentro

de la bicapa, a lugares hidrofóbicos (97) o a las llamadas "capas

de unión" de lípidos que rodean a las proteinas intrínsecas (98).

Cuando el sistema lipídico se encuentra poco ordenado, las molécu

las de DPHse enredan con las cadenas hidrocarbonadas de los fos

folipidos y disminuye el grado de polarización (fig. 10); en cambio

cuando está ordenado el fluoróforo puede alinearse paralelamente a

estas cadenas y aumentar el grado de polarización (96).

Fig. 10. Ubicación de las moléculas de DPHentre las cadenas

hidrocarbonadas de los fosfolipidos



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 60 dias de edad, las

cuales fueron sacrificadas por decapitación. Se les extrajo el timo

y se realizó una suspensión de timocitos en buffer TRISsegún la

técnica descripta en el capitulo I.
Las células (20 x 10° cel/ml) se incubaron en buffer TRIS

durante 30 minutos a 37°C en presencia o ausencia de ¿HOP10"M en

un volumen final de 1 ml.

En una fracción de las muestras se determinó la incorporación

de uridina-Ha al ARNde timocitos; y en la otra, a una suspensión

celular de 20 x 10° cel/ml se le agregó 2 ul de DPH2 x 10'3M en

tetrahidrofurano a (96). y se incubó durante 10 minutos a 25°C. Al

cabo de ese tiempo, se midieron las intensidades de fluorescencia

paralela y perpendicular ( Ixx y I¡) y la polarización de fluores
cencia a 340 nm en un fluorímetro SLM 4800 con un filtro de ex

citación Corning 7-51 y dos filtros de emisión KV-417.

Se debió reducir el periodo de exposición a la excitación a

menos de 10 segundos debido a que las señales fluorescentes de

sistemas que contienen DPHdecrecen con el tiempo de exposición

(99).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La incubación de los timocitos con DPHestuvo acompañada por un

aumentode la polarización de fluorescencia que alcanzó un valor de

aproximadamente 0.26 (Tabla 12). Valores semejantes fueron ob

tenidos por Shinitzky e Inbar (95) en incubaciones de linfocitos de
nódulos linfáticos de roedores con 10‘6Mde DPHa 25'C.

Nose observaron diferencias significativas en los valores de

polarización de fluorescencia entre las células incubadas con bu

ffer Tris (controles) y aquellas incubadas con ¿HOP10-‘M (Tabla

12), a pesar que este esteroide produjo un efecto inhibitorio del

43%en 1a incorporación de uridina-Ha al ARNde los timocitos.

Estos resultados demuestran que ¿HOP10'4M no se intercala

entre las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos de membrana,

por lo que no modifica el entorno lipidico interno de la misma. Lo

contrario sucede cuando por distintas técnicas se logra aumentar la

relación colesterol-fosfolipido en la membrana(100); la inclusión
del colesterol afecta el orden de las cadenas hidrocarbonadas,

tendiendo estas a adoptar una configuración "trans", más ordenada,

y por lo tanto aumentando la polarización de fluorescencia (101).

Cambios en la composición de la membranaplasmática. ya sea en el

contenido de colesterol, o fosfolipidos afectan el empaquetamiento

de los lípidos y alteran su movilidad lateral, influyendo direc
tamente sobre la fluidez de la misma.

Si bien AHOP,no se inserta en la bicapa lipidica podria an

clarse en el borde superficial de las cabezas polares de los fos
folipidos, comolo sugieren Munck (102), Gershfeld (103) y Khaiat
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(104) para otros esteroides; lo que concordaria con el hecho que el

efecto de ¿HOPdesaparece rápidamente con el lavado (22), lo que

sugiere una unión labil a la cara externa de la membrana.

En este caso, AHOPtambién se comportaria de distinta forma que

los glucocorticoides. Según Keating (105), a concentraciones de

10'7Ma 10 '°M los glucocorticoides aumentarían la fluidez de la

membranaen forma dosis-dependiente, esta acción se ejercería dis

munuyendo la cantidad de colesterol en la membrana (106) o

produciendo cambios en 1a sintesis de otros lípidos comola es

fíngomielina o la lisofosfatidilcolina (107). Por otro lado, muchos

estudios han demostrado que los glucocorticoides a altas con

centraciones (10‘3Ma lO'BM) "estabilizarian" las membranas (108)

a1 igual que el colesterol, intercalándose entre las cadenas
hidrocarbonadas, aumentando 1a microviscosidad y produciendo un

aumento de la polarización de fluorescencia si se evalúa con DPH,

hecho que no sucede con 10"M de AHOP.
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Tabla 12.

Muestra 1

Iu

8459

8483

8517

8480

8520

8537

8556

8560

8505

8169

Control

5684

5781

5726

5795

5725

5761

5722

5770

5743

5433

Polariz.

0.196

0.189

0.196

0.188

0.196

0.194

0.198

0.195

0.194

0.201

0.194

Muestra 2 AHOP

8533

8626

8592

8640

8595

8725

8737

8682

8687

8761

con DPHen presencia o ausencia de ¿HOP

11.

5936

5837

5813

5774

5734

5806

5804

5776

5839

5798

Intensidades de fluorescencia de timocitos incubados

Polariz.

0.179

0.193

0.193

0.199

0.200

0.201

0.202

0.201

0.196

0.204

= 0.196
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Muestra 3

Ill

8391

8328

8906

8591

8566

8531

8595

8574

8625

8665

IL

5813

5776

5738

5817

5790

5807

5758

5760

5729

5769

Polariz.

0.181

0.181

0.216

0.193

0.193

0.190

0.198

0.196

0.202

0.201

0.195

Muestra 4 AHOP

In

8265

7993

8361

8474

8502

8357

8155

8461

8556

8693

IJ.

5832

5805

5734

5802

6058

5723

5886

5781

5906

5797

Polariz.

0.173

0.159

0.186

0.187

0.168

0.187

0.162

0.188

0.188

0.200

= 0.179



Muestra 5 Muestra 6

1.. I¿ Polaríz. I" IL Polariz.

8543 5029 0.258 7645 4555 0.253

8592 5055 0.259 7617 4533 0.254

8629 5043 0.259 7660 4534 0.256

8609 5054 0.262 7699 4551 0.257

8654 5057 0.260 7713 4552 0.258

8650 5057 0.262 7728 4555 0.258

8648 5056 0.262 7752 4559 0.259

8697 5105 0.262 7776 4570 0.260

8784 5157 0.260 7786 4563 0.261

8782 5139 0.260 7793 4562 0.262

0.263

0.263

x = 0.260 x = 0.260



2) CAPPING EN TIMOCITOS

GENERALIDADES

Los resultados anteriores demuestran que AHOPno afecta el

entorno lipidico de la membranacelular, pero existe la posibilidad

que este esteroide se ancle sobre la superficie de la membrana y

altere el movimiento lateral de las proteínas. Para probar este

efecto, se realizaron pruebas de "capping"en timocitos incubados en

presencia de glucocorticoides o AHOP.

El "capping" consiste en que uno de los componentes de la mem

brana celular se une a un ligando especifico, se agrupa formando un

"cap" en un polo de la célula (109). Este proceso requiere tanto de

energía metabólica como de la interacción de actina y miosina

(110).

Las caracteristicas del proceso de capping indican que este no

ocurre por una simple difusión de las macromoléculas de membrana,

sino que requiere la interacción directa o indirecta de ellas con
estructuras citoplasmáticas que causan su desplazamiento. Estas
estructuras incluyen elementos contráctiles, presumiblemente
sistemas de filamentos de actomiosina y microtúbulos (111).

Unade las técnicas existentes para determinar el "capping" es

utilizando concanavalina A (Con A). Se ha observado que cuando lin

focitos y timocitos de ratón son expuestos a esta lectina, ella se
une a residuos de manosa en las cadenas laterales carbohidratadas

de glicoproteínas de membranaformando el"cap" (112). De esta forma

es posible evaluar la movilidad de los sitios receptores en la su

perficie de la membrana.
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Existen diferentes drogas que provocan una inhibición del cap

ping, las másutilizadas son la citocalacina B (Citoc B) que dis

rrumpe los microfilamentos contráctiles (113), y la azida sódica

que bloquea la formación de ATP intracelular (114). Ambos com

puestos fueron utilizados en esta tesis para realizar una com

paración entre el efecto producido por ellos y por los glucocor
ticoides.
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MATERIAL Y METODOS

Drogasgy soluciones

El buffer fosfato salino (PBS)utilizado se detalla a con

tinuación: pH: 7,4-7,5.

ClNa 140 mM

ClK 2,7 mM

P04H2K 1,5 mM

PO4HNaz 8,0 mM

Cle8o6H20 0,5 mM

ClzCa 0,7 mM

La albúmina sérica bovina (BSA)fracción V, la concanavalina A

(Con A) fluorescente y la citocalacina B (Citoc B) fueron de Sigma

(St. Louis Mo). El paraformaldehido y el propil-galato fueron

provistos por el Dr. Jorge Tezón.

Los demáscompuestos utilizados fueron descriptos anterior
mente.

Técnica de capping

La extracción de los timocitos de rata se realizó según la

técnica descripta en el capitulo 1.

Los experimentos se realizaron con timocitos que se suspen

dieron en PBS con 0,2% de BSA (PBS/BSA) y se incubaron 30 minutos a

37°C. Se realizó luego la siguiente técnica: 100u1de la suspensión

celular (2 x 107cel/ml) se incubaron durante 30 minutos a 37°C con

20 ul de Con-A fluorescente en PBS/BSA, concentración final

160ug/ml.



Terminadas las incubaciones, se tomaron alícuotas de las dis

tintas muestras y se realizaron los extendidos que se fijaron con

paraformaldehido 2% posteriormente se lavaron 2 veces con

PBS/BSA.El cubreobjetos se montó con una gota de propil-galato en

glicerol y los preparados se guardaron a 4'C en oscuridad.

Todas las observaciones de capping con Con-A fluorescente

fueron realizadas utilizando un microscopio de fluorescencia marca
Zeiss.

Efecto "in vitro"

La inhibición del capping se realizó agregando a las células

incubadas con Con A lOul de Citoc B (lOug/ml) o azida sódica (30mM)

según Petris (111). Las incubaciones con corticosterona (B) 10"M y

AHOP10"M se realizaron en PBS/BSA donde se disolvieron por

sonicación.

Para corroborar la perdurabilidad del efecto de .HOPdespues de

su extracción. las células se incubaron a 37°C durante 30 minutos

en presencia o ausencia de AHOP10"M. A1 cabo de ese tiempo las

muestras se centrifugaron, se descartó el sobrenadante y se lavaron

con 5 ml de PBS/BSA libre de esteroide. Estos timocitos se

dividieron en dos grupos: a uno se le agregó 1 m1 del buffer y al

otro 1 m1 de una solución de AHOP 10'4M. La incubación continuó

durante 120 minutos. A1 cabo de ese tiempo, para observar la

formación de caps se tomaron alicuotas de las incubaciones a las

que se les agregó Con A fluorescente.

Efecto "in vivo"



Las ratas se sometieron a tratamiento crónico según se indica

en el capítulo 1. A las 18 horas de la última inyección se

sacrificaron los animales, se extrnjeron y pegaron los bazos,

timos, glándulas suprarrenalee. Se realizaron incubacionea de

timocitos para medir incorporación de uridina-H’ según la técnica

detallada en el capítulo l y se determinó el capping con Con A.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto "in vitro"

Cuando los timocitos fueron incubados con Con-A se formaron

"caps" en un 65%de las células (Tabla 13, fig. 11); valor más alto

que el observado por Petris (111) en estas células.

En la Tabla 13 se muestra que cuando estas células Se incubaron

con inhibidores del capping comola Citoc B o la azida sódica, se

produjo una significativa disminución de células con "caps", obser

vando la presencia de un anillo uniforme de fluorescencia en la

mayor parte de ellas (fig. 12). El mismo fenómeno se produjo cuando

se incubaron con ¿HOP 10"M, sólo el 27% de ellas formaron

"caps"(fig. 13).

Por otro lado en las incubaciones con otro esteroide.

corticosterona (B) 10"M, se observó una formación de caps en el

76%de las células, siendo significativamente menor a los valores

alcanzados por Citoc B, azida o AHOP10-‘M (Tabla 13, fis. 14).

Cuando se estudió el capping en timocitos preincubados con

AHOP,lavados y reincubados con este esteroide, los resultados ob

tenidos (Tabla 14) indican que cuando AHOPpermaneció en la in

cubación se produjo una significativa disminución de las células

con "caps", observándose anillos uniformes de fluorescencia; pero

cuando se lavaron las células con PBSy se reincubaron con este

buffer el capping fue igual que en las células controles (prein
cubadas con PBS, lavadas y reincubadas con PBS) (fig. 15. 16).
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Tabla 13. Capping de timocitos con concanavalina A fluorescente.
Efecto de distintos inhibidores.

Compuesto n x cél c/caps X inhibición

Control 8 65,8 1 2,3

AHOP 7 27,4 1 0,9 x 59

B 6 56,6 1 2,4 # 24

Citoc B 5 36,5 1 5,0 t 45

Azida 5 19,0 1 3,0 * 72

Los resultados se expresan comopromedio t error standard.

Diferencias significativas respecto a los controles * p < 0,001,

# p < 0,05.

Tabla 14. Capping en timocitos. Efecto de la preincubación

con ¿HOP 10"fl

Tratamiento X cél con caps x cél sin caps

Control 54 46

Preinc. AHOP+ inc.PBS 58 42

Preinc. AHOP+ inc.LHOP 23 77

Los tratamientos se detallan en material y métodos.

Los valores son promedios de tres determinaciones.



Fíg. 11. Timocitos incubados con Con-Afluorescente durante

30 minutos a 37°C. Formación de caps.
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Fig. 12. Timocitos incubados con Con-Afluorescente, en presencia

de azida sódica (a) o Citocalacina B (b).



Fig. 13. Timocitos incubados con Con-A fluorescente y A HOP10'4M.
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Fíg. 14. Timocitos incubados con Con-Afluorescente en presencia de

corticosterona 10'4M.



Fig. 15. Capping en timocitos pre-incubados con AHOP,lavados, y

reincubados con este asteroide.
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Fig. 16. Capping en timocitos pre-incubados (a) o no pre-incubados

(b) con.AHOP,lavados y reincubados con buffer.
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Estos resultados confirman trabajos anteriores (22) en que se

afirma que es necesaria la presencia de AHOPpara tener efecto

biológico, en este caso la inhibición del capping, sugiriendo que

este efecto es mediado por cambios en las propiedades de 1a mem

brana inhibiendo la movilidad de las proteínas y no por una acción

hormonal, como lo demuestra Ashmancon otros esteroides (115).

Efecto "in vivo"

Para determinar si este efecto de AHOPen la membrana sucedía

también "in vivo", se inyectaron ratas con ¿HOPo dexametasona

según se describe en material y métodos.

Las ratas inyectadas con dexametasona presentaron una gran in

volución de los bazos (61%) y timos (82%), debido a esto los

timocítos obtenidos fueron muyescasos y no se pudo determinar la

incorporación de uridina-H’. (Tabla 15). Sin embargo, en los pocos

timocítos viables no se observó alteración del capping con respecto

a las células pertenecientes a las ratas controles (fin. 17, 18)
observando un 60%de células con caps.

En la Tabla 15 se muestra que ¿HOPproduce una alta inhibición

en la incorporación de uridina-H3 correlacionada con una fuerte in

hibición en el capping.(fig. 19)

Estos resultados sugieren que el mecanismo de acción de ¿HOP

tanto "in vitro" como"in vivo" se produciría a través de una in

teracción del esteroide con las proteinas de la membrana

plasmática. Este mecanismono sería a través de la unión a micro
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túbulos y microfílamentos comoen el caso de la citocalnaina B (5).

que al contrario de.4HOP,produce la muerte celular después de tres

horas de incubación (observación realizada en el laboratorio). Tam

bien se descarta el mecanismode la azida por su alta toxicidad.



Tabla 15. Efecto "in vivo"de AHOPy dexametasona (Dex! en el

capping de timocitos, peso de órganos e incorporación de

uridina luego de un tratamiento crónico.

RATA TIMO BAZO SUPRAS INHIB.INCORPORAC. % CEL C/CAPS

(mg cada 100 g p.c.) URIDINA-H3

Control 342,8 699,1 25,2 0 62

Control 355,4 624,8 23,5 0 59

Control 316,4 620,2 24,6 0 67

¿HOP 410,3 607,9 22,2 50 X 35

¿HOP 329,5 503,1 19,5 33 x 36

AHOP 313,2 518,3 21,4 13

Dex 66,2 258,4 17,2 64

Dex 58,4 255,2 19,1 —- 60



Fig. 17. Capping en timocitos de ratas tratadas con vehiculo,
controles.
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Fíg. 18. Capping en timocitos de ratas tratadas con dexametasona.
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Fig. 19. Capping en timocitos de ratas tratadas con AHOP.

ÉL



3) AFINIDAD DE ¿HOP POR LOS RECEPTORES DE GLUCOCOBTICOIDES

GENERALIDADES

Los resultados de este capitulo sugieren que el mecanismo de

acción de ¿HOP tanto "in vitro" como "in vivo", se produciría a

través de una interacción del esteroide con las proteinas de la

membranaplasmática, sin alterar el entorno lípidico. Este

mecanismoseria distinto al clásico de los glucocorticoides ya que

estos actúan mediante una mecanismo genómico dependiente de una

unión con receptores proteicos citosólicos (116, 117), en este caso
existe una correlación directa entre la unión de la hormonaa su

receptor y la inducción de la respuesta biológica (118).

No siempre se respeta esta correlación entre dosis-número de

receptores ocupados, por ejemplo en tratamientos para evitar la

isquemia de las células nerviosas después de accidentes, la dosis

endovenosa de metilprednisolona utilizada es muysuperior a la

necesaria para saturar los receptores (119, 120). Esto indicaria

que en tratamientos farmacológicos los glucocorticoides podrian ac

tuar en dos formas distintas, una a través de su receptor y otra en

dosis muyelevadas sobre la membranacelular (121, 122).

De acuerdo a estas consideraciones se decidió investigar la

afinidad de ¿HOPpor el receptor de glucocorticoides en timocitos

de rata para ver si además del efecto en la membranaplasmática se

unia a dicho receptor.
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MATERIAL Y METODOS

Determinación de la unión de dexametasona-3H en timocitos enteros

de ratas

La determinación de 1a unión total de dexametasona-3H (Dex-3B)

se realizó por triplicado de acuerdo con la técnica de Sibley y

Tomkins (123) que consiste en incubar 1 m1 de suspensión de timo

citos de ratas adrenoprivas en RPMI1640 ( 3 x 107 cel/m1) en tubos

de vidrio siliconizados, en presencia de Dex-3K (6,7-3H N, NewEng

land Nuclear, Boston, M.A.), a 37’C durante 45 minutos con agita

ción suave en una atmósfera de 95%02 y 5%COa. Para determinar la

unión no especifica se incubaron idénticas alicuotas en presencia

de un exceso 1000 veces mayor de Dex no radioactiva. Para obtener

la curva completa de saturación se agregaron cantidades crecientes
de Dex-3B.

A1finalizar la incubación las células se enfriaron, se centri

fugaron a 4°C durante 5 minutos a 100 g y lavaron una vez con 5 ml

de PBS a 25°Cpara sacar el radioactivo citosólico no unido al

receptor, y dos veces con 2 m1 del mismo buffer a 4'C. E1 pellet

final se resuspendió en 0,2 m1 de PBSy se contó en tolueno cente

llante conteniendo 30%de Triton X-lOO, en un contador de centelleo

líquido.
La unión especifica se obtuvo por diferencia entre la unión to

tal y la unión no especifica de Dex-3B.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La unión especifica de Dex-¡H luego de 40 minutos de incubación

fue dependiente de la concentración de la hormonay se alcanzó la

saturación con 3 x 10'9M siendo la unión no específica aproximada

mente el 45%de la total coincidiendo con el trabajo de Roldán y

Castillo (124), fig. 20.

Es generalmente aceptado que la capacidad de los esteroides

para competir con la Dex-3Hes una medida de la afinidad por el

receptor. De acuerdo a ello se incubaron timocitos con 5 x 10'9M de

de Dex no

(P) y

Dex-3Kque se desplazó con concentraciones crecientes

radioactiva o AHOP; corticosterona (B), progesterona

testosterona (T) que se usó solamente a la máximaconcentración. La

cantidad de Dex-¡H incorporada a la célula en ausencia de hormonas

no radioactivas se consideró 100%de hormona unida al reCeptor.

En la figura 21 se observa que si bien la Dex a bajas con

centraciones 5 XIO‘OMdesplazó más que la AHOP, a mayores con

centraciones 10'°M-10'5M, ambas desplazaron igual como también lo

hicieron corticosterona y progesterona, mientras que testosterona

no demostró afinidad por el receptor. Llama la atención que ¿HOP a

la mayor concentración haya desplazado más que la Dex.

El hecho de que AHOPtenga afinidad por el receptor no es sor

prendente ya que en trabajos anteriores (1) se observó que AHOP

10-0My 10-5Minhibe la incorporación de uridina-‘H por timocitos

de rata "in vitro" teniendo ademas efecto citolitico (18). Es

sabido que aquellos esteroides con doble enlace en el anillo A como

la progesterona, a altas concentraciones tienen efecto glucocorti
coide por unirse al receptor de los mismos.
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El efecto de AHOP a la mayor concentración (10'4M), en que

desplaza del receptor a la Dex-¡H a pesar de la gran afinidad que

esta tiene por el mismo,es difícil de explicar. Especialmente

sabiendo que la unión inespecifíca de los esteroides en general

nunca es menor del 40%, en este caso el de 4HOP fue menor que el

20%, lo que hace suponer un comportamiento anómalo del esteroide

cuando se encuentra a concentraciones 10-‘M. De acuerdo a lo obser

inferirvado en esta tesis y en trabajos anteriores (22) se puede

que el efecto biológico de ¿HOP10“M no es mediado por los recep

tores de glucocorticoides, hecho que no acontece a concentraciones

más bajas.
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Union Especifica de Dex-3H

Dex unida especifica ( 108 opm/ 107 cel)

3d .

2

14

0 I r ¡ ¡ ¡

O 1 2 3 4 6 6

Conoentracion Dex (M) 108

Fig. 20. Unión especifica de Dex-3H (lO-BM a'5 x lO'BM) luego de 40

"minutos de incubación a 37°C, en timocitos de ratas.
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20 Dex-H unlda (as del control)

o l l l l l

o a 7 6 5 4

Conoentraoion de esterolde 6 x 10 —(M)

-‘- Dex +' Cortloosterona 4- Progesterona

4- .HOP + Testosterona

Fin. 21. Desplazamiento de la unión de Dex-BHpor Dex no

radioactiva y otros esteroides en timocitos de
rata.





Los experimentos "in vivo" demuestran que AHOPes un potente

inmunosupresor debido a su acción inhibitoria en la incorporación

de uridina en el timo, su capacidad antiinflamatoria y su efecto

inhibitorio en la proliferación linfocitaria. Estas acciones se
diferencian de las producidas por los glucocorticoides entre otros

aspectos por la mayor perdurabilidad del efecto de 4AH0Pcon

respecto al de los glucocorticoides, y la acción reversible sobre

la inhibición de 1a proliferación linfocitaria, siendo este efecto
semejante al observado en timocitos de rata "in vitro", por lo

tanto del tipo "no genómico" (22).

Uno de los mecanismos por el cual aparentemente ¿HOPproduciría

la inmunosupresión seria por la disminución de la producción de

Il-l por los macrófagos estimulados. Comoya es sabido, la IL-l in

duce en los linfocitos T helper la producción y secreción de Il-2

(62, 63), necesaria para’el crecimiento y proliferación de los lin

focitos. En otro aspecto, la Il-l es un factor importante como

mediador de la inflamación y de la degradación celular; esta acción

se realiza por aumentar la producción de ácido araquidónico, al ac

tivar la fosfolipasa A: y en consecuencia estimulando la secreción

de prostaglandinas E2 en distintos tipos de células (125, 126),

además de aumentar la secreción de histamina y de otros mediadores

de la inflamación (127). En consecuencia.AHOPactuaria comoantiin

flamatorio inhibiendo la producción de IL-1 por los macrófagos la

que actuaria a dos niveles 1) disminuyendo la producción de acido

araquidónico y 2) disminuyendola estimulación linfocitaria.
enLa posible acción tóxica de ¿HOP también fue considerada

este estudio. El punto mas destacado al respecto fue la normalidad

del funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisiario-suprarrenal como
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lo indican los niveles normales de ACTHy corticosterona plasmáti

ca. así comoel peso de las glándulas suprarrenales después de un

tratamiento crónico con AHOP.Ademásde ello, no se observaron cam

bios en los pesos de bazos y timos y si bien, AHOPtuvo efecto

sodio-retentor este fue mucho menor que el producido por los

glucocorticoides.

hepático semejante al producidoEl aumento del glucógeno por

dexametasona hace pensar que a nivel metabólico la acción de .AHOP

sería semejante al de los glucocorticoides aunque esto es un hecho

aislado que necesitaria más estudio.

Se debe destacar que los tratamientos crónicos realizados con

.HOPfueron de un corto periodo, en relación a los tratamientos que

se realizan en la terapia de ciertas enfermedades crónicas que

duran meses. Durante ese corto tiempo, ‘AHOPresultó menos tóxica

que los glucocorticoides utilizados, queda ahora en manosde los

farmacólogos probar este compuesto durante un periodo más

prolongado.

En cuanto al mecanismo de acción de ¡AHOP,con respecto a la

afinidad de la mismapor el receptor de glucocorticoides, los

resultados obtenidos sugieren que debido a su estructura molecular,
a concentraciones entre 10'7M- 10’5Meste esteroide se uniria al

receptor siendo por lo tanto los fenómenosbiológicos a estas con

centraciones de carácter genómico. A dosis suprafarmacológicas como
eses 10"M el gran desplazamiento que produce de dexametasona-‘H

difícil de explicar, pero la relación directa que se observa entre
las altas dosis del esteroide con la inhibición de la movilidad de

lass proteinas de la membranaplasmática indicarian la necesidad de
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saturar esta membranapara obtener un efecto biológico, efecto que

desaparece junto con el que se produce sobre la membrana cuando

.HOPdeja de estar en contacto con las células, por lavado de las
mismas.

Recientemente numerosos investigadores han observado que otros

esteroides incluyendo los glucocorticoides a altas concentraciones

actuarian sobre la membranaplasmática (119, 120, 128). Es así que

altas concentraciones de glucocorticoides causarían un efecto pro

tector sobre el sistema nervioso central, actuando como antipero

xidantes lípidicos, este efecto contrasta con las caracteristicas
de un mecanismo genómico mediado por receptor (12, 13, 14).

En conclusión de acuerdo a los resultados obtenidos, se podria

afirmar que 4HOP a altas concentraciones actuaria a través de la

membranaplasmática produciendo un efecto inmunosupresor semejante

a los glucocorticoides pero con menos efecto tóxico. Queda ahora

por realizar estudios farmacológicos más exhaustivos para saber

feacientemente si este esteroide es posible de aplicar en la
clínica médica.
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Considerando que a pesar de la semejanza en la estructura qui

mica de AHOPcon respecto a los glucocorticoides. este esteroide

produjo una inhibición de la síntesis de ARNen timocitos de rata

"in vitro" mediante un mecanismode acción no genómico distinto al

de los glucocorticoides, se resolvió probar sus efectos biológicos
"in vivo".

En el tratamiento agudo ¿HOPprodujo su maximoefecto en la in

hibición de incorporación de uridina por los timocitos 18 horas

después de la inyección, desapareciendo a las 24 horas; mientras

que en el tratamiento crónico el máximoefecto se produjo a las 5

horas manteniéndose invariable durante las restantes 30 horas, no

observándose variaciones en los valores de corticosterona plasmáti

ca en ninguno de los dos casos. Por otro lado, la dexametasona

tanto en forma aguda comocrónica produjo la maximainhibición a

las 5 horas de la última inyección, desapareciendo completamente el
efecto a las 24 horas manteniendo los niveles de corticosterona

plasmática por debajo de los valores normales.

Tratamientos agudos y crónicos con.4HOP indicaron que este

esteroide tuvo acción antiinflamatoria con una potencia similar a

la dexametasona, tanto por vía inyectable, oral y tópica. Ademásen

estos experimentos se observó que AHOPno producía leucopenia, en

comparación con dexametasona que disminuyó notablemente el número

de linfocitos, monocitosy eosinófilos circulantes.
Los cultivos realizados con células mononucleares de sangre

humanaperiférica estimuladas con phitohemoaglutinina, demostraron

la capacidad inmunosupresora de AHOPa altas concentraciones
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(10"M). Este esteroide inhibió la estimulación linfocitaria

mediante un mecanismo no genómico, semejante al observado "in

vitro" en timocitos de rata y también inhibió la producción de Il-l

por los macrofagos, lo que explica su potente acción inmunosupreso

ra y antiinflamatoria.
Se estudió también su posible acoión tóxica en animales trata

dos en forma aguda y crónica y se determinó que en relación al

efecto tóxico de los glucocorticoides, no hubo cambios en los pesos

de órganos sensibles a estos esteroides tales comotimo y bazo; no

afectó al eje hipotalamo-hipofisiario, por no alterar los niveles
de ACTHplasmático ni el peso de las glándulas suprarrenales.

Ademásel efecto sodio-retentor fue significativamente menor al

producido por otros glucocorticoides y produjo un aumento de

glucógeno hepático similar al producido por dexametasona. Todo ello

demuestra que este nuevo esteroide tendria los efectos tóxicos muy

atenuados con respecto a los glucocorticoides.

Finalmente para comprobar si el efecto de ¿HOPa altas con

centraciones se producía por un mecanismo no genómico a través de

la membranaplasmática, se realizaron en timocitos de rata pruebas

de polarización de fluorescencia, para observar si el esteroide

producía cambios en las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípídos

y "cappinz" de las proteínas de superficie de la membrana.

En el primer caso, el esteroide no modificó el entorno lipidico

de la membrana y en el segundo. impidió la movilidad de las

proteinas de membranatanto "in vivo" como "in vitro", en este

último el efecto desapareció a1 ser lavadas las células. Además se

observó una afinidad semejante a la corticosterona con respecto al

receptor de glucocorticoides a concentraciones entre 5 x lO'OMa
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5 x lO-‘M, lo que sugeriria que a bajas concentraciones este

esteroide actuaria mediante un mecanismomediado por receptor, y a

altas concentraciones (10"M) lo haría a través de la membrana.

En conclusión de acuerdo a los resultados obtenidos se puede

afirmar que44H0P a altas concentraciones actuaria a través de 1a

membranaplasmática produciendo un efecto inmunosupresor semejante

a los glucocorticoides pero con menosacción tóxica.Wfi
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