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REBUMEN

Este trabajo forma parte de un proyecto, gque tiene como
finalidad el estudic del mecanismo de accion de los
glucocorticoides.

Se pretende realizar la caracterizacion del comportamiento de
varias enzimas hepaAticas inducibles con glucocorticoides como la
tirosina aminotransferasa, la tritofano dioxigenasa y 1la
glutamina sintetasa, por medio de cinética de induccidn, curvas
dosis respuesta y su inhibicion con antagonistas sintéticos.

Una vez teniendo la caracterizacién del comportamiento de las
enzimas, los tiempos y 1las concentraciones optimos de
glucocorticoides para su induccidén, hacer un analisis con
cromatografia de intercambio ionico del receptor despues de
diferentes tratamientos con antagonistas y agonistas sintéticos y
relacionarlo con la caracterizacidén de las diferentes enzimas
hepaticas.

El proyecto tiene como hipdtesis general, la existencia de
varios tipos de receptores citoplasmaticos de hormonas
glucocorticoides como una de las causas de la variabilidad en la
respuesta a glucocorticoides de diferentes enzimas.

El estudio esta disenado para llevarse a cabo en cultivo de
hepatocitos en monocapa por las ventajas que este ofrece.

En este trabajo se presenta el establecimiente del cultivo de
hepatocitos de rata en monocapa y la caracterizaclén del

comportamiento de una de las enzimas: la tirosina
aninotransferasa; con su cinética de induccién y curva dosis
respuesta, con dexametasona (un glucocorticoide sintetico) asi

como la inhibicidén de ésta induccién con los antagdonistas
sinteticos RU38486 y RUS020. Por ser el inicio de un proyecto
creimos pertinente incluir una revision bibliografica acerca de
los glucocorticoides.



I.INTRODUCCION.
1. HORMONABS GLUCOCORTICOIDES.
1.1 GENERALIDADES.

Los glucocorticoides son un tipo de hormonas esterocides
sintetizadas y secretadas por las zonas fascicular y reticular de
la corteza suprarrenal.

Quimicamente los esteroides se caracterizan por estar
constituidos sobre el esqueleteo carbdnico del
ciclopentanoperhidrofenantreno Y los glucocorticoides
especificamente de un derivado de este, el pregnano que consta de
21 atomos de carbono (Pasgualine, 1973).

Existen requerimientos estructurales definidos para gque una
molécula posea actividad glucocorticoide. Entre ellos se
mencionaran: la doble ligadura entre los carbonos 4 Yy 5, asi como
la cetona en el carbono 3:; el hidroxilo en el carbono 11 y la
cadena lateral en el carbono 17, con cetona en el carbono 20 y un
alcohol primario en el 21. La presencia de un hidroxilo en el
carbono 17 aumenta la actividad pero no es indispensable (figura
1).

En el humano, mono, perro y cobayo el principal
glucocorticoide es el cortisol, mientras que en la rata, ratén y
los batracios, lo es la corticosterona (Calandra et al, 1985).
Las hormonas glucocorticoides, difieren de otros esteroides en la
gran variedad de érganos que afectan y en la diversiodad de
respuestas fisiologicas gue desencadenan. Lo mismo que otras
hormonas, los glucocorticoides solamente intervienen como
modificadores de mecanismos preexistentes en los organismos, por
estimulacion 6 iphibicidn de los mismos y en ciertos casos por
mecanismos permisives que posivilitan la accien de otros
factores.

Estas hormonas ejercen acciones periféricas: anabdlicas y
catabélicas y ademds modulan ciertas funciones del sistema
nervioso (figura 2).

La accién anabdlica se ejerce principalmente en el higado, el
rifndn y el pulmon. En el higado estas hormonas estimulan 1la
gluconeogénesis a partir de precursores no hidrocarbonados,
principalmente aminoacidos. Promueven: la captacidén hepatica de
aminoacidos circulantes; la activacidn de enzimas transaminasas,
que convierten a estos amocinodcidos en a-cetodcidos precursores
de la glucosa; 1la sintesis de enzimas claves de 1la
gluconeogénesis (piruvato carboxilasa, fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa, glucosa-6~fosfatasa); la sintesis de glucégeno y
de proteinas plasmaticas.
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Figura 1. Estructura quimica de los glucocorticoides
(cortisol y corticosterona) (Calandra et al,
1985) .
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Figura 2. Efectos anabdlices, catabélicos y sobre el sistema
nervioso de los glucocorticoides. Los simbolos (+) y (=) ipdican
estimulacidn e inhibicidn, respectivamente. (Calandra et al,
1985) .



En el rifidn los glucocorticoides también son gluconeogénicos,
ademéds de activar la filtracion glumerular. En el pulmdén la
accidén anabélica se manifiesta por la aceleracién de la
maduracién del pulmén fetal y de la biosintesis de
fosfolipidos.

En células adiposas, linfeides, conectivas, epiteliales,
musculares y éseas, los glucocorticoides aumentan la destruccion
de biomoléculas proteicas y 6 grasas las que liberan sus
constituyentes (aminoadcidos, glicerol y dcidos grasos) en la
sangre (Guyton, 1987; Calandra et al, 1985).

Algunas acciones estimulantes e inhibitorias de leos
glucocorticoides se muestran en la tabla 1 y 2.

Los glucocorticoides tienen aplicacién en la farmacologia
clinica y la terapeutica por su accidén inhibitoria de 1la
respuesta inmune, inflamatoria y alérgica.

Las funciones de los glucocorticoides en el cerebro son
varias, entre ellas el control de enzimas como la glicerol-
fosfato-deshidrogenasa y la glutamina sistetasa. También ejercen
efectos importantes sobre el comportamiento como alteraciones en
el caracter, el reconocimiento de estimulos sensoriales , en el
suefc y la actividad eléctrica de las neuronas. Son ya clasicos
los transtornos del cardcter experimentados por pacientes con
Sindrome de Cushing 6 en la enfermedad de Addison.

Como se menclond anteriormente, los glucocorticoides tienen
una accién permisiva, esto significa gque la presencia de
concentraciones fisioldgicas de estas hormonas son necesarias
para gue ocurran algunos efectos metabdlicos, mediados por otras
hormonas, por ejemple se ha encontrado gue hay una estimulacién
incompleta de 1la gluconeogénesis por glucagon ¢ epinefrina en
higado de rata adrenalectomizadas, la cual es corregida por
administracién de glucocorticoides; la movilizacién de la grasa
por la adrenpalina, requiere la presencia de pequefias cantidades
de cortisol, este también estimula el tono arterieolar
indirectamente por accién permisiva para la noradrenalina
(Thompson y Lippman, 1974; Sae2 y Bertrand, 1977).

Los glucocorticeoides son esenciales para el buen
funcionamiento del organismo en su respuesta al "stress", ya que
actuan sobre el metabolismo de los carbohidratos, y conducen a un
aumento de sustratos energéticos circulantes, acosta de epergla
almacenada y de procesos anabdlicos de mantenimiento.

S5i bien la falta de glucocorticoides conduce a sintomas de
debilidad, mialgia y en algunos casos es letal, un aumento en
ellos por procesos anormales, imponen un alto costo anabdlico al
organismo. Este puede manifestarse bajo formas de miopatia,
diabetes por esteroides, hipertension, inmunosupresién e
inhibicidn del crecimiento (Munk et al, 1984).

1,2 BIOBINTEBIS, TRANSPORTE Y DEGRADACION,

Para iniciar la sintesis de glucocorticoides, las células
pueden tomar el colesterol de la circulacién a partir de las
lipoproteinas, de la reserva gue tienen de colesterol
esterificado 6 bien sintetizarlo (Ochoa y Suckling, 1987;
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Tabla 1. Continuaciédn.



Efect&s estimulantes:

Depdésito de glucdgenc en higado.

Gluconeogénesis” a partir de los amincdcides en el higado._
Captacidén hepatica de los aminodcides circulantes. .
Transaminasas hepaticas.

Biosintesis de proteinas en higado.

Lipblisis en el tejido adipeso.

Formacidén de cuerpos cetdénicos.

Filtracién glomerular,

Eritropoyesis y leucopoyesis.

Secrecion gastrica (acido clorhidrico y pepsxna)
Elevacion de la presién arterial.

Propledades cardioténicas.

Resistencia al "stress".

Crecimiento y maduracién del pulmén fetal.
Movilizacion de lipidos.

Involucién del timo.

Formacién de angiotensindgeno.

Sintesis de ARN.

Formacion de Urea.

Liberacidn de acidos grasos libres.

Efectos inhibiteries.

captacidn de glucosa por las células periféricas .

Metabolismo proteico en muscule, hueso, tejido linfoideo.
Lipogénesis en el tejido adiposo.

Reabsorciép tubular renal de agua.

Numero de eosindfilos, basdfilos y linfocitos de la sangre.
Crecimiento del tejido linfatico normal (timo, gangliocs, bhazo)
de alguneos patolodgicos (linfomas).

Sintesis de matriz 6sea (resultado: osteoporosis).

Respuesta inmunitaria (disminucién de anticuerpos).

Respuesta antiinflamatoria y antialérgica.

Secrecidn de ACTH y CRF.

Secrecién de hormona melanocito-estimulante.

Funciones tiroideas.
Funciones adreocorticales.
Secrecion de somatotrofina.
Coagulacion sanguinea.
Cicatrizacién.

Tabla 2. Efectos generales, estimulantes e inhibitoriocs de los
glucocorticoide. Calandra et al, 1985; Pasqgualine, 1973).




Y Ochoa, 1986).

La biosintesis de estas hormonas implica docenas de
transformaciones quimicas reguladas enzimaticamente. La
secuencia de reacciones para la sintesis de cortisol vy
corticosterona se muestra en la figura 3A y la localizacién
intracelular de varios pasos en esta sintesis se ilustra en la
figura 3B.

La reaccién inicial gue convierte al colesterol en *5-
pregnenoclona, es catalizada por un complejo enzimdtico p-450
inttamigocondrial conocido, como desmolasa.

La *’-prenenolona es convertida en 1l-deoxicortisol por pasos
sucesivos dentro del reticulo endoplasmico. Este ultimo es
hidroxilado en la posicidn 11 después de haber sido transferido a
la mitocondria. El producto final, el cortisol, rapidamente
difunde fuera del organuleo de la célula (Berne et al, 1983),

El orden de las hidroxilaciones desde la *”-pregnenolona al
il~deoxicortisol es variibge, a veces la reaccidén de la 3-8-0l
dehidrogenasa y de la **'” isomerasa, pueden ocurrir después de
todas las hidroxilaciones.

Para la corticostercna la ruta es casi idéntica, excepto por
el hecho de que la progesterona escapa a la 17-a-hidroxilacidn y
se somete directamente a la reaccién de la 21~hidroxilasa, para
sufrir finalmente una 11BA-hidroxilacidén (Berne gt al, 1983;
Williams, 1981).

Una wvez sintetizados y volcados a la sangre, en su mayor
proporcién, los glucocorticoidres se unen a una proteina llamada
Transcortina ¢ proteina CBG ("Corticosteroid Bindig Globulin").
La albimina plasmdtica también fija glucocorticoides pero su
afinidad es 1,000 veces menor gue la de la Transcortina. El 5% de
glucocorticoides permanece libre, al parecer estos son los que
penetran en las células blanco (Thompson y Lippman, 1974).

La Transcortina es una glucoproteina del suero, une sodlo
glucocorticoides naturales y esta ampliamente distribuida por el
mundo animal. Su peso molecular es aproximadamente de 52,000 Da
tiene un pI de 5.0 y un coeficiente de sedimentacién igual a 3.7
S, contiene altos niveles de aclido aspartico glutamico y leucina,
la composicidon de los amincdcides es distinta a la de otras
proteinas que unen a esteroides, por ejemplo de la albumina
(Barden et al, 1977).

Su papel fisioldgico es la regulacion de niveles de cortisol
libre en la sangre, han sido propuestas otras funciones gque
incluyen el transporte intracelular, ya que se ha visto que 1la
CBG puede unirse a las membranas plasmaticas de las células
blanco, también ha sido detectada dentroc de las células. Se ha
especulado que pedria funcionar como acarreador (Kunh et al,
1988) .

Los glucocorticoides son inactivados principalmente en el
higado, los productos resultantes del catabolismo son siempre
esteroides, el nicleo del ciclopentanoperhidrofenantreno se
conserva {figura 3 C). La etapa mas importante, es la reduccidn
enzimdtica de la doble ligadura 4-5 en el anillo A, para formar
un derivado dehidroesteroidal, que se transforma en un derivado
tetrahidratado por reduccién enzimatica del carbonile 3., Después
por un proceso de reducclén la hidroxilacién del carbonileo del
carbono 20 origina cortoles. El tetrahidrocortisol y los cortoles
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son conjugados con el acido glucordénico y forman glucoronidos,
que son solubles en agua y son excretados por los rifiones
(Pasgualine, 1973).

El higado también es capaz de ariadir un grupo 6-8-hidroxilo al
cortisol y aumenta asi su solubilidad y permite su excresién otra
posibilidad es la separacién de la cadena lateral 20, 21,
obteniéndose un compuesto de 19 4tomos de carhono con un grupo
carbono 17 (un l7-cetosteroide), también soluble en agua, que se
elimina facilmente (Duncan et al,1978).

1.3 REGULACION DE LA BECRECION.

El mantenimiento de la estructura, el crecimiento, asi como de
la actividad secretora de la corteza suprarrenal, depende de su
interaccisén con el hipétalamo y la pituitaria, y forman asi el
eje hipétalamo-pituitaria-adrenal, que funcional segun un
mecanismo de retroalimentacién negativa (fiqura 4).

El primer paso es la liberacién de los péptidos hipotalamicos;
el factor liberador de corticotropina (CRF), la vasopresina
arginina (VASO) y el peéptido colestocinina (CCK), que descienden
desde las neuronas gque los producen, ubicadas en el hipétalamo
posterior, por las venas portales gue atraviesan la eminencia
media y el tallo hipofisiario, hasta llegar a las células
corticotrofas de la pituitaria, en las que estimulan la sintesis
e inducen la descarga de la hormona adrenocorticotropina (ACTH).

La liberacion de ACTH también es estimulada por las
catecolaminas, epinefrina y norepinefrina secretadas de la
médula, adrenal.

La descarga de la ACTH, pasa a la circulacién general para
ejercer su funcién sobre la corteza adrenal, La ACTH estimula la
captacién del colesterol por las células adrenales a induce la
sintesis y secrecion de los glucocorticoides.

El sistema inmune también esta involucrade en la regulacién de
la liberacion de ACTH y glucocorticoides. Se ha encontrado que la
interleucina 1 y sustancias producidas por monecitos, estimulan
la liberacion de ACTH de células de la pituitaria (Resine et al,
1985), Besedovsky et al, 1986, reportaron gue una pequeha
cantidad de interleucina 1 es suficiente para aumentar los
niveles de ACTH y glucocorticoides en la rata.

Los glucocorticeides circulantes son detectados por receptores
hipotaldmicos, que una vez estimulados causan la inhibicidn de
la secrecidén de los péptidos hipotalamicos (adler et al, 1988),
también actuan sobre la pituitaria anterior al inhibir 1la
liberacion y sintesis de ACTH (Allem et al, 1988). Los
glucocorticoides también previenen la produccion de citocinas
inmune como interleucina 1, 2 y 3, interferén t y el factor de
necrosis tumoral (Guyre et al, 198B; Cunha y Ferreira, 1986), y
forman asi un sistema cerrade (Resine, et al, 1986).

El hipocampo también interviene en el mecanismo de
retroalimentacién negativa, asi cuando hay disminucién en el
numero de receptores para glucocorticoides por situaciones
patoldgicas ¢ por hipocampectomia hay pérdida de sensibilidad en
el eje ( Magarinos gt al, 1987).

10
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Figura 4. Regqulacién de la secrecidn de glucocorticoides gue
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(Resine, et al, 1986).
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purante condiciones de "stress", existe un mecanismo gue
asequra el mantenimiento de una produccidén elevada de
glucocorticoides no obstante los niveles existentes. Pero esto es
necesario ¢gue la produccién de ACTHK escape a su factor
innibitorio, se ha propuesto gue existe una pérdida de
sensibilidad de las neuronas hipdtalamicas, frente a los
corticoides ¢ que reciben estinulos secretorios mas potentes gque
superan la inhibicién, lo cual parece ser lo mas probable. Estos
estimulos se originan en el sistema nervioso central, bajo los
efectos de diversas formas de '"stress" y por via nerviosa
alcanzan el hipotalamo y provocan la descarga de los liberadores
de ACTH.

Recientemente Sapolky et al, (1986), propusieron que durante
situaciones prolongadas de "stress", depresion ¢ senilidad, se
rompe el equilibrio entre la respuesta endocrina al agente
"estresante" y el fin de esta respuesta. Este rompimiento puede
ser transitorio 6 definitivo y se atribuye a una disminucidén de
receptores citoplasmpaticos en el hipotdlamo.

En estudios con ratas seniles, se encontré que existe un
transtorno irreversible en el fin de la respuesta a “stress", que
se debe a la peérdida de las c¢élulas con receptores a
glucocorticoides en el hipotalamo, por un efecto téxico de las
hormonas ({Salposky, et al, 1986), En estados patofisiolégicos
concominantes al envejecimiento en humanos sc han encontrado
situaciones analogas, por ejemplo se ha visto que una variedad de
subtipos de depresidn, donde existe resistencia a dexametasona,
vienen a ser mas comunes en personas de edad mas avanzada.

Todos estos estudios sugieren un papel muy importante de los
glucocorticoides en procesos de envejecimiento prematuro por
"stress", sensibilidad a transtornos neuroldgicos y depresiones.
Aunado a ésto los glucocorticoides como otras hormonas esteroides
son promotores del crecimients de ciertos tumores (Lippman, 1976;
Rhim, 1983; Schlechte y Schmidt, 1987).

De aqui que en tiempos recientes se haya concentradoc mucha
atencién en el desarrollo de antagonistas de hormonas
glucocorticoides.

1.4 ANALOGOSB.

En el afio de 1929 se obtuvieron los primeros extractos
potentes de corteza suprarrenal gue de inmedlato se aplicaron en
el tratamiento de la enfermedad de Addison y del shock, pero su
potencia incierta y alto costo impidieron la expansidn de su uso
en la medida en que la terapéutica lo reclamaba. Cuando en 1937
se obtuve la desoxicorticosterona por sintesis, su aplicacién
clinica se extendid con gran rapidez, pero exclusivamente se
aplicé en la enfermedad de Addison.

En 1948 se logrd producir cortisona y se utilizé en el
tratamiento de reumatismo y a un extenso grupc de enfermedades.
Poco después el cortisol fue extraido y utilizado del tejido
suprarrenal de diversos mamiferos domésticos pero su alto costo
hace impracticable su extraccién. Se encontrd la forma de
producir la semisintesis a partir de productos de configuracidén
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molecular emparentada con el nucleo del
ciclopentanoperhidrofenantrenc come el acido desoxicélico y
principalmente las sarmentogeninas de origen vegetal, También se
pueden obtener por sintesis total pero su costo es mucho mds
elevado.

Simultamente se descubrié la posibilidad de intensificar los
efectos farmacoldgicos de estos esteroides utiles a los fines
terapéuticos y de suprimir las reacciones colaterales indeseables
(como la retencion de sodio y agua), por modificacioén de la
molécula original del cortisol (Pasqualine, 1973).

1.4.1 ANGONISTAS8 BINTETICOSB.

Los antagonistas sinteéeticos son compuestos gque poseen
actividad glucocorticoide , en ocasiones la actividad de estas
moléculas esta aumentada por introduccion de huevas funciones
quimicas, por ejemplo, la presencia de una doble ligadura entre
los carbonos 1 y 2 del cortisol (prednisclona), la presencia de
un atomo de fluor en el carbono 9 y la metilacion en el carbono
16 (dexametasona), la presencia de un hidroxilo en el carbono 16
y el fldor en el 9 (triamcinolona), la dexametasona y la
triamcinolona también poseen la doble ligadura entre los carbonos
1y 2 (figura 5).

Su mayor actlvidad bioldgica se debe a varias propiedades: 1)
son unidos débilmente por las proteinas plasmaticas y circulan
como hormonas libres (activas); 2) sonh mas estables, la vida
media del cortisol se ha estimade de 90 minutos y de 200 para la
prednisolona, metilprednisolona, dexametasona y betametaxona ¥y
algo mas para la triamcinolona y fluorocortisona; 3) tienen mayor
afinidad por los receptores citoplasmaticos.

Las potencias relativas de algunos agonistas son: cortisol 1,
cortisona 0.7, corticosterona 0.2, fluorocortisona 10,
prednisolona 4, prednisona 4, triamcinolona 3, 6~a-
metilprednisolona 5 y dexametasona 30 (Calandra et al, 1985).

Estos glucocorticoides sintéticos son utiles como agentes
terapéuticos en una amplia diversidad de enfermedades, por
ejemple son eficientes para elevar el hivel de glucosa en la
sangre en pacientes hipoglucemicos, para suprimir la secrecidén de
ACTH, en el control de ciertos tipos de leucemias y como agentes
antiinflamatorios 6 de inmunosupresidn.

1.4.2 ANTAGONISTAS BINTETICOS.

Desde el descubrimiento de las propiedades antiglucocorticoide
de la progesterona en 1966, mnuchos compuestos esteroidales han
sido reportados como antagonistas de la actividad glucocorticoide
(Chrousos et al, 1983).

La mayoria de los antiglucocorticoides han sido descritos como
efectivos in vitro pero débilmente activos in vive, debido a su
metabolismo in vive por enzimas adrenales como la 11-8-
hidroxilasa (Nayler y Rosen, 1982).

El RU18486 descubierto en 1980 en los laboratorios Russel-
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Uclaf es el primer esteroide capaz de antagonizar totalmente el
efecto agudo y crénico de la dexametasona (dxm) in vitro asi como
in vive, sin exhibir actividad agonista a altas dosis
(Moguilewsky y Philibert, 1984). Por ejemplo bloguea la atrofia
inducida por dxm del muisculo esgquelético de rata (Konagaya et al,
1986); antagoniza el efecto inhibitorio de la dxm en el
crecimiento de fibroblastos L-29 (Jung-Testas y Baileu, 1983);
antagoniza la incorporacion de uridina en timocitos de rata:
también suprime la inhibicidén de la secrecién de ACTH inducida
por corticoisteroides en cultivo de celulas de pituitaria de rata
(Gaillard et al, 1984); antagoniza in vivo el efecto de
corticosteroides en el higado sobre el glucdgeno, la triptofano
dioxigenasa e inhibe la secrecidn de ACTH inducida por dxm
{Gaillard et al, 1984}.

El efecto antagonista potente del RU38486 se debe a su fuerte
union al receptor citoplasmatico de glucocorticoides (Bourgeois
et al, 1984; Jung~Testas y Baulieu , 1983). Su afinidad por el
receptor es cerca de tres veces mas alta que la de la dxm
(Moguileswky y Philibert, 1984). Si bien se ha visto in vitro que
una vez unido al receptor su translocacion es reducida y que su
unién a secuenclas especificas e inespecificas al ADN esta
alterada (Bourgeois et al, 1984; Moguilewsky y Philibert, 1984;
Naylor y Rosen, 1982).

Rajpert et al, (1987), al trabajar ipn vive con células
linfoblasticas humanas IM-9, encontraron que el complejo RU384B6-
receptor no regulaba el numeroc ni la vida media del mismo
receptor como ocurre con los agonistas. La regulacién negativa
del nimero y la disminucidn de la vida media del receptor, es una
propiedad del complejo receptor-glucocorticoide transformado,

Ellos concluyeron que la unién del RU3B486 al receptor no es
seguida por la activacion del compleijo in viveo y que 1la
activacion gque es observada in vitro puede ser producida
artificialmente, en el manupulec experimental. Moguilewsky Y
Philibert observaron gque al activarse el complejo recepter-
RUJ8486 se forma un complejo menos estable.

Este antagonista podria ser util en el tratamiento de ciertos
tumores dependientes de hormonas por ejemplo en tumores
cerebrales, en tratamientos de enfermedades debido a
hipercorticoides como; hipertensién, glaucoma, depresidn,
diabetes (Naylor y Rosen, 1982).

Se usa en pacientes afectados con Sindrome de cushing con
buenos resultados (Kawal et al, 1987; Nieman et al,1985).

otros antiglucocorticeoides son: 6-B- bromoproges??{?na
cortisel 21 mesilate (Simons et al, 1980},
deoxicortisel RU5020. Todes ellos tienen un efecto antagonlsta
menor gue el RU3848G in vitro e in vive, algunos son activos
s6lo en altas dosis y generalmente muestran un efecto agonista
debil.

Los diversos antiglucocorticoides actuan a diferente nivel,
asi por ejemplo la cortesoclona una vez unido al receptor de
glucocorticoide, se transloca al nicleo pero no se une al ADN y
la progesterona se une al receptor pero no es translocado.

Los analogos (agonistas y antagonistas) sinteticos de 1los
glucocorticoides tienen importancia por su aplicacién clinica vy
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para la elucidacion del mecanismo de acclon de los
glucocorticoides, A su vez el estudio del mecanismo del mecanismo
de accién de estas hormonas provee uno de los medios mnas
adecuados para delinear la organizacidn y la expresién del genoma
complejo de los mamiferos {Agarwal et al, 1985).

“1.5 MECANISKO DE MCCION.

1.5.1 ENTRADA.

El primer paso del proceso gue lleva finalmente a la hormona
gludocorticoide a expresar su accidn fisiocldgica, es su entrada a
la célula blanco (figura 6). Anteriormente se habia propuesto que
los esteroides en virtud a su pequeilo tamafic y su naturaleza
lipofilica, entraban a la células por difusién pasiva, Sin
embargo algunos estudios apoyan la hipotesis de la existencia de
transportador membranal saturable de varias hormonas esteroides
en ciertos tipos celulares, Los estudios realizados por Allera y
Rao (1986) mostraron, al trabajar con vesiculas de membrana
plasmatica de higado de rata y con una técnica gue permite Ilia
medicién de la cinética de transporte a tiempos muy cortos, gque
la toma de corticostercna es saturable, reversible, dependiente
del tiempo y la temperatura, gque disminuye al bajar el volumen
vesicular y que es mas eficiente a concentraciones fisilégicas de
la hormona. Todo esto apoya la hipdtesis de la existencia de un
transportador de membrana para glucocorticoides.

Gamatchu (1987), presenta evidencias inmuncldégicas de que
algunas proteinas antigénicamente parecidas al receptor
citoplasmatico de glucocorticoides estan localizados en la
membrana de células de limfoma 5-49, detecté las proteinas en la
membrana plasmatica por mediciones de marcaje inmunofluorescente
con un anticuerpo para el receptor citoplasmatico de
glucocorticoides, El andlisis de estas proteinas reveld bandas de
85 y 155 KDa. También se observd gque hay una relacion entre el
numerc de estos receptores y la lisis celular.

1.5.2 ACTIVACION.

Una vez en el interior de la célula, el glucocorticoide se une
a una proteina receptora especifica y forma el complejo
glucocorticoide~receptor (CRG).

Tienrungroj et al, (1987), concluyeron de sus estudios con
receptores de glucocorticoides en higado de rata, que los grupos
sulfhidrilo del receptor son absoclutamente requeridos para la
union del glucocorticoide, ya gque el tratamiento de receptores
desocupados con agentes modificadores de sulfhidrilo, como el
metanotiosulfanato , impiden su unidn. Anteriormente ya se habian
demostrado que los reactivos reductores de grupos sulfhidrilo
como el ditiotreiteol aumentaban la unidn del receptor al
glucocorticeoide. Wosu y Shyamala {1987), al trabajar in vitro con
receptores cltoplasmiticos de higado de rata, encontraron que el

16



NADPH y los extractos citoplasmaticos que contenian tioredoxina y
tioredoxina reductasa, aumentaban la unidén del receptor y su
ligando. Proponen que in vitro el sistema de intercambio tiol-
disulfuro mediado por tioredoxina y dependiente de NADPH mantiene
en estado reducido el receptor, y permite asi su unién con el
glucocorticoide.

Despues de la unidén hormona-receptor, el complejo sufre
cambios fisicoguimicos y es transformado a un estado que es afin
al ADH, a este proceso se le da el nombre de Activacidn.

Se puede unir la hormona y el receptor, in vitro sin gue
exista una activacion, in vivo se cree gque esta unidn es el
primer evento que dispara todo el proceso de accién de la hormona
(Moudgil et al, 1986).

Existen varios modelos para explicar por que mecanismos se
lleva a acabo la activacidn.

1) Se ha propuesto una disociacién de sudunidades del
complejo. Ya gue la activacion es acompanada de una reduccién del
tamafic del complejo, la cual es reflejade en un cambio en su
valor de sedimentacién en gradientes de sacarosa y en su radio de
Stockes (9.1 S Y 8.2 nm para el complejo inactivado y 4 Sy 6 nm
para el complejo activado) y también se presenta una reduccidén en
su peso molecular de 319 KDa a 96 Kpa, se ha propuesto como
mecanismo de la activacién una disociacién de subunidades (Denis
et al, 1988; LaPointe et al 1986; Mougil et al, 1985; Vedeckis,
1983} .

Inicialmente se propuso gque los receptores inactivados se
unian y formaban una molécula homotetramera u homodimera y que al
activarse se disociaban {(Vedeckis, 1983), si bien, Howard y
Distellhartz (1988), encontraron que una proteina de 90 KbDa,
inhibia la unidén del receptor a columnas de ADN-celulosa y
Sanchez et al, 1987, usando técnicas inmunoldégicas han
identificadoc que el receptor de glucocorticoides sin activar,
esta asociado con una fosfoproteina de 90 KDa, proteina que se
activa con shock de calor (Pelham, 1988), denominada hsp 90. Al
activarse el complejo, la proteina hsp 90 se disocia de receptor
(Rexin et al, 1988). La disociacién de esta proteina es un evento
dependiente de la temperatura Yy de la presencia de la hormona.
Se ha comprobado la asociacién de la hsp 90 en células intactas
de linfoma de ratéon S 4% y que la dexametasona promueve Jla
disociacién de la hsp 90 in vivo (Howard y Distelhartz, 1988).
Se ha sugerido que la interaccion fisica de la hsp 90 con el
receptor podria estabilizar una conformacion activa que une a la
hormona, ya que la disociacion por calor de la hsp 90, causa una
incapacidad del receptor para unir a la hormona (Bresnick, et al,
1983} .

Denis et al (1988), hicieron un estudio de las propiedades
hidricas del CRG en sus dos formas, activado e inactivaddo, sus
resultados sugieren que el CGR inactivo consta de una proteina
receptora y un dimeroc de la hsp 90.

Tai et al (1986), encontraron una proteina de 59 KDa como
componente comin del complejo receptor en varios tejides (higado,
estomago. utero, rifidn) de conejo , gue responden a esteroides y
que es diferente de la proteina hsp 90.

La activacion del complejo ocasiona un decremento en su
afinidad a resinas DEAE (Moudgil gt al, 1985), se cree pueda ser
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‘un reflejo de la exposicidn de residuos positivos después de la
disociacién y/o puede deberse a la remocidn de partes cargadas
negativamente del complejo (Smith y Harmon, 1987). Sanchez et al
(1987), sugieren gque la proteina hsp 90, puede contribuir
significativamente a la carga negativa neta presente en el CRG
sin activar, ya que la carga de la hsp 90 y la del complejo
inactivo son cromatograficamente mwuy similares. Asi la
disociacién de esta produce un complejo con menos carga negativa
neta y ocaciona un decremento en la afinidad a resinas DEAE,

Tienrungroj et al (1987), encontraron gque el perdxido de
hidrégeno previene la disociacién de la hsp 90 de una manera
reversible con ditiotreitol, esto sugiere gue un grupo
sulfhidrilo debe permanecer reducida para que la disociacién se
lleve a cabo. Rexine, et al (:988), apoya esta hipdtesis con sus
resultados en células de linfoma de ratoén.

También se ha descubierto la asociacion de ARN con el CRG.
Webb et al (1986)1 encontraron un gﬁ}erial capaz de incorporar
in vivo uridina cC 4 y ortofosfato , en el udltimo paso de la
purificacién del complejo inactivo de higado de rata por columnas
de DEAE-celulosa, después de la elucidén del complejo. Este
material se tefila con bromuro de etidio y su presencia era
dependiente de la presencia del complejo. Colectivamente estos
dates suglieren que algunas moléculas de ARN estan ligadas con el
complejo inactivo.

Sin embargo Kovacic~Millivojeviec y Vedeckis (1986),
trabajando con CRGs aislados de tumor de pituitaria (ArT-20), no
detectaron ARN en el complejo inactivo, si bien encontraron un
complejo activo asociado con ARN de caracteristicas intermedias
al complejo active a inactivo, es decir de peso molecular de 132
Kba y 6 nm de radio de Stockes y 5.2 S. Comprobaron que el
complejo inactivo pasa directamente del complejo de 8 S al de 4 S
sin formar el complejo 5.2 S. Proponen que el complejo después
de disociarse y formar el conmplejo de 4 S se une al ARN dando un
complejo de 5.2 S. Esto lo han comprobado in vitro al convertir
el mondmero de 4 5 a la forma 5.2 S por adicidén de ARN exdgeno.

Ali y Vedeckis (1987), identificaron y purificaron las
moléculas de ARN asociadas al complejo de 5.2 5§ y encontraron gque
son moléculas pequerias con un coeficiente de sedimentacidn de 4
S, un tamafdo de aproximadamente 76 nuclectidos, y gque pueden ser
aminoacilados y se une principalmente con aminoacidos basicos.
Por lo tanto concluyen que posiblemente se trata de un ARN de
transferencia.

Como el complejo CRG puede interactuar con ARN de
transferencia una vez aminoacilado se sugiere que esta es una
forma en la cual los glucocorticoides pudieran tener efectos
extragenomicos al modular la biosintesis de proteinas y/o podrian
participar en la via ubiquitina (ruta de degradacién proteica no
lisosomal que requiere ARN de transferencia bdasicos) (Ferber y
Ciechanover, 1986).

2) Otro mecanismo por el cual se puede explicar la reduccidn en
el tamano Yy peso del complejo activo, es por protedlisis parcial
del mismo.

Algunos resultados muestran la estabilizacién del receptor
inactivo con leupeptina (un inhibidor de proteasa). Aunque Hsieh,
et al, (1987), han encontrado gque el efecto inhibitorio de 1la

19



leupeptina se debe a que impide la unidén de la hormona al
receptor va que tiene un sitio de unién comin en el receptor y
compite por él1.

Ootros inhibidores de proteasas incluyendo la tirosil-
fenilalanina clorometil cetona, tosilisina clorometil cetona y
trans-~epoxisuccinilleucilarginina han sido reportadas como
inhibidores de la unidén del estercide en el receptor.

3) Defosforilacisén del receptor. Las observaciones de que los
inhibidores de fosfatasas semejantes a molibdato, tungstato y
vanadato, estabilizan el receptor de glucocorticoides y bloguean
la activacidén, sugieren que eso0o5 compuestos pueden actuar
indirectamente v bloquean la accidn de las fosfatasas. También se
ha repdrtado que la activacién del CRG es estimulade por
incubacidén con fosfatasa alcalina intestinal de ternera y ya que
el receptor es una fosfoproteina, se ha propuesto por lo tanto
gque 1la activaecién del complejo podria involucrar una
defosforilacién del receptor.

Los estudios que han realizado Moudgil et al, (1984) sugieren
que los efectos del molibdate y compuestos relacionadoes son
debidos a su interaccién directa con el receptor. Encontraron gque
el molibdato es capaz de inhibir la unién del CRG activado al
nticleo y a columnas de ADN-celulosa, y que el complejo puede ser
extralido de estos aceptores por molibdato de una manera
dependiente de la concentracidn; también cuando usan columnas de
molibdato sefarosa pueden retener al CGR.

Ademas otros inhibidores de fosfatasas como el levamisole,
fluoruro y arsenato, no previenen la activaciédn.

El grupo de Moudgil argumenta que sélo con altas
concentraciones de fosfatasa alcalina se logra aumentar la
activacién y ademds varios compuestos fosfarilados incluyendo
ATP aumentan la activacién del CRG, por lo tanto descartan la
posibilidad gue una defosforilarién intervenga en la activacicén
del CRG.

smith et al, (1986), examinaron el CRG por electroforésis de
dos dimensiones, encontraron gque en estado inactivo hay dos
isoformas (pI= 5,7 y 6.0~6.5) de 92 KDa. Después de la activacién
el pI de ninguna de las dos isoformas fue alterado, indicando que
no hay una modificacién de unicnes covalentes.

Tampoco detectaron cambio cuande trataron el CRG con fosfatasa
alcalina. Si bien encontraron que sélo la forma mds basica de
las dos isoformas se unia a columnas de ADN-celulesa, por lo
tanto concluyeron de sus estudios que la heterogeneidad de la
carga de la molécula puede ser importante en la regulacidn de la
habilidad del receptor para unirse al ADN.

Smith y Harmon (1987), detectaron las dos isoformas en un
fragmento de 26,5 KDa, del receptor producido por digesticn con
tripsina y que es el domino al que se une la hormona, esto indica
que la heterogeneldad del receptor es el resultado de una
modificacién en este dominio,

También Mendel et al, (1987), al trabajar con células de timo
de ratén WEHI-7 y andlisis por electroforésis en gel de
poliacrilamida, encontraron gque el complejo CRG contiene cinco
moles de fosfato por cada mol de hormona. La mitad estd asociada
a la proteina hsp 90 y la otra mitad al receptor. Las asociadas
al receptor no cambian durante la activacién.
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" El CRG-puede ser activado in vitro por incubacidn a 25°c con
- ATP, didlisis ¢ por cromatografia en gel. Es inhibido por
rifamicina AF/013, o-penantrolina, fosfato de piridoxal (PLP) ¥y
acido aurintricarboxilico, todos ellos inhibidores de enzimas del
metabolismo de nucleotidos.

Algunos estudios proponen el PLP come un modulador del proceso
de activacién in vive {Disorbo et al, 1980: Disorbo y Litwack,
1981; Compton y Cidlwski, 1986). Se ha mostrado que el PLP tienen
un doble efecto sobre el complejo: mientras gue promueve algunos
de los cambios estructurales propios de la activacidn, inhibe la
asociacién del complejo a columnas de ADN-celulesa ¢ a nicleos
aislados (Sekula gt al, 1981 y 1982). DiSorbo et al, 1980 han
reportado que una deficiencia de piridoxal aumenta la proporcién
del complejo capaz de activarse por calor. Ademas, la incubacién
de ceélulas de hepatoma (FAZA)} en un medio sin piridoxina
disminuye el nivel intracelular de PLP con un aumento
concominante en la induccién de la enzima ‘Tirosina
aminotransferasa.

Katunuma, et al, (1974 y 1977}, encontraron dos moduladores de
la activacién de Proteud miriabilis del intestinc de rata, estos
dos modularores aumentan la induccicn de enzimas hepaticas por
glucocorticoides. El primero dencminado factor 1 se identifico
como un derivado del nucleotide de uridina, de peso molecular
menor de 1,000 gue induce enzimas y la citoxicidad de
glucocorticoides en limfoblastos inp yitro, y el segundo (el
factor II) cuya estructura fue de guanosina 3'2’-o-difosfato
ciclico, su actividad amplificadora se demostrd en higado
perfuniidoc y en cultivo de células de hepatoma, donde aumentd
cinco veces la acumulacién de glucdgeno (Katunuma y Kido , 1978:
Mukai, 1979).

Barnett et al, (1983), encontraron en citosol de hepatocitos
de .rata un inhibider de la activacién, de alto peso molecular
(10,000 a 14,000). No se conoce su mnecanismo de accién, pero
posiblemente sea un polipéptido por su tamafio y su sensibilidad
al calor. Y Bodine y Litmack (1988), encontraron un inhibidor de
la activacion de bajo peso molecular, termoestable en el citosol
de hepatocitos, que por sus caracteristicas quimicas y fisieas
parece ser un eéter aminofosfoglicérido .

1.5.3 TRANSLOCACION.

Después de la activacidn sigue una relocalizacisn del complejo
hormona-receptor hacia el nucleo via un proceso llamado
Translocacidn.

La Translocacién es inhibida por el fosfato de piridoxal y por
un inhibidor macromolecular de la translocacién (MMT). También es
influida por ATP, pirofosfato y otros factores de bajo peso
molecular.

Yamamoto et al, (1986), han purificado parcialmente un
promotor de la translocacion estimulado por ATP (ASTP) del
citosol de hepatocitos de ratas adrenalectomizadas.

El ASTP es una proteina de 93,000 de peso molecular. En ratas
adrenalectomizadas la actividad del ASTP en el citosol aumenta y
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cuando se les administra dexametasona, su actividad en el citosol
disminuye, aumenta al mismo tiempo en el nicleo. Asi proponen gue
esta proteina puede ser translocada al nicleo, después recicla,
como el receptor de glucocorticoides y ademds es sintetizado de
novo ya gue su reaparicion en el citosol es parcialmente inhibida
por la actinimicina D.

Kido et al, (1987}, encontrarcn gque algunos activadores de la
proteinas Cinasa C, como el glicerocl 1, 2 racémico dioctanil y el
12-o-tetradecancilforbol-23-acetato, amplifican la induccidn de
la tirosina aminotransferasa y la ornitinina descarbhoxilasa por
glucocorticoides in vive e in vitro, y que en ausencia de los
glucocorticoides estos no afectan la actividad de ninguna de las
dos enzimas,

Ellos mismos, al trabajar con hepatocitos en cultivo primario
encontraron que el H-7 un inhibidor de la proteina Cinasa C,
inhibe la translocacion del complejo receptor-hormona al nmicleo y
consecuentemente inhibe la induccidén de TAT por glucocorticoides,
pero no inhibe la incorporacidn de glucocorticoides a la célula @
la unién de la hormona al receptor.

Estos hallazgos indican que la proteina Cinasa C, podria jugar
un papel esencial en la translocacidn del CRG al nucleo.

1.5.4 REGULACION DE LA EXPRESION GENOMICA.

Smith y Vonn Holt (1981), encontraron que la envoltura nuclear
de los hepatocitos de rata, presentan sitios de alta afinidad y
saturables para el CRG. Lefebvre et al, (1986), concluyeron de
sus trabajos con envoltura nuclear de hepatocitos de rata, que
este sitioc de unidén esta localizado especificamente en 1la
membrana nuclear y no en el complejo de poro ¢ en la lamina
fibrosa.

Se sabe también que el CRG se asocia con la matriz nuclear,
por medio de puentes disulfuro (Kaufmann et al, 1986). Lo que
sugiere la posibilidad de control por agentes que modifiguen esta
interaccion (Grippo et al, 1986).

Perlmann Yy Wrange (1988) demostraroh gque Uun nucleosoma
reconstituido, con histonas de higado de rata y un fragmento del
virus de tumor mamario de ratén, fue <capaz de unir
especificamente CRG, ademas al dirigir con ADNasa I encontraron
que el CRG induce alteraciones locales en este ADN organizado en
nucleosomas.

Los glucocorticoides regulan la transcripcion de varios genes,
por una interaccién directa del complejpo hormona-receptor con
sitios especificos y de alta afinidad en el ADN.

La union del complejo receptor-hormona a un loci gendmico
especifico, fue primero demostrado en Drosophila donde se
encontré que el anticuerpo antiecdisona se unia a porciones
especificas del ADN en las cuales la transcripcion era estimulada
por la ecdisona (Parcker, 1586).

Los estudios posteriores con fusidn de genes y delecidn de
segmentos especificos del ADN, aunado con andlisis de la
expresion de estos recombinantes dependientes de
glucocorticoides, han podido identificar secuencias que median el

22



control transcripcional de diversos genes como el de la tirosina
aminotransferasa (TAT) (Jantzen gt al, 1987 (a)}, el del virus
mamario de ratén (Buetti y Kihnel, 1986; Kuhnel et al, 1986:
Sheidreit y Beato, 1984), el de metallotheonein 11A (Jantzen, et
al, 1987(b)), el de la triptofano dioxigensa (Danesh, et al,
1987), etc.

Los analisis de la interaccidn de proteina-ADN y con técnicas
de secuenciacién genémica, han mostradoc que estas regiones son
protegidas contra la digestién de la ADNasa I y que s5su
reactividad al dimethilsulfato <cambia después de la
administracion de la hormona, esto sugiere que el complejo
hormona-receptor se une a esos sitios especificos a los cuales se
les da el nombre de elementos que responden a glucocorticoides
(ERG) .

Al comparar las secuencias ERGs de varios genes (figura 7), se
encontré que existe homologia entre ellas. Asi es identificada
una secuencia consenso, gue consiste en un palindroma imperfecto
de 15 nucledtidos ( GGTACA NNN TGTTCT ) que son conservadas en
los diferentes genes con una frecuencia de 60% ¢ mas (Jantzen et
al, 1987(a)).

Los ERG se encuentran antes del promotor a diferentes
distancias, por ejemplo en el gen de la tirosina aminotransferasa
uno de sus ERG esta a 2.5 Kb antes del sitio de iniciacidén de la
transeripcidn, en cambic en el virus mamario de ratdn esta a 0.1

Cada gen puede poseer mas de un ERG, asi en el virus de tumor
mamaric de ratén (MMTV} se han encentrado cuatro (Douglas vy
Cidlowski, 1987; Kuhnel et al, 1986} y en el gen de TAT tres
(Jantzen et al, 1987(a)).

Una nueva propiedad que se ha descubierto entre dos ERG del
gen de TAT es su habilidad para activar la transcripcisén de una
manera cooperativa, donde uno de ellos es incapaz de inducir por
si sdlo la transcripcién, pero aumenta considerablemente la
inducibilidad del otro. También encontraron gue hay un aumento de
su inducibilidad cuando los dos elementos son translocados a un
lugar mas cercano del promotor (Jantzen et al, 1987 (a)).

Los experimentos de transferencia de genes, demostraron gue
los recombinantes preparados de fragmentos gue contienen ERG
pueden conferir expresién a genes heterdlogos regulados por
glucocorticoides (Douglas y Cidlowski, 1987), asi cuando el ERG
del gen de la tirosina aminotransferasa ¢ del virus de tumor
mamario de raton, son puestos antes del gen del virus del herpes
simple (HSV) ¢ del de timidina cinasa (TK), resultan ser
funcionales (Slater et al, 1986:; Jantzen et al, 1987 (a)).

Aungque los ERG tienen parecido a las secuencias "enhancer" o
amplificadoras, identificadas primero en virus y subsecuentemente
en genes celulares, Slater et al, (1986}, mencionan tres
diferencias fundamentales entre ambos tipos de secuencias: la
accidn de los ERG requieren el complejo receptor-glucocorticoide;
los ERG no tienen efectos tan grandes como los amplificadores y
por ultimo la ARN polimerasa se une a los amplificadores vy
entonces viaja hacia el promotor, en vez de ello, se piensa que
en los ERG se une el complejo hormona-receptor perturbandc 1la
estructura de la cromatina y se crea asi accesibilidad a 1la
entrada bidireccional de la ARN polimerasa, existiendo asi una
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Figura 7. Secuencias de ERG que han sido identificadas de
diversos genes. TAT {tirosina aminotransferasa); TDO (triptofano
dioxigenasa): hMT (metalotioneina; MSV (virus sarcoma murino):
hGH (hormona de crecimiento); MMTV (virus de tumor mamario de
ratén) (Jantzen et al, 1987).
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~diferencia fundamental en su mecanismo de accidn (Slater et ail,

1986) .

Los ERG frecuentemente se presentan acompaniados de otras
secuenclas gue unen factores de transcripcién., Asi por ejemplo el
anilisis de la induccidn de)l gen de triptofano dioxigenasa,
reveld la presencia de secuencias adicionales al sitio de union
del receptor de glucocorticoides, una secuencia de once
nicleotidos idénticos a la secuencia CACCC del promotor de f#-
globina, posiblemente por una interaccién proteina-proteina entre
el receptor de glucocorticoide y la proteina que se une a 1la
secuencia CACCC, ya que se encontré que es indispensable un
alineamiento esterecespecifico de las dos secuencias y ademas la
secuencia CACCC por si misma no afecta la unidén del receptor de
glucocorticoide al ADN (Schule et al, 1988).

También el sitio de unién de alta afinidad del factor nuclear I
(FNI{TGGCA NNN TGCCCA)},se encuentra proximo al ERG del virus de
tumor mamaric de raton. Miksicek et al, (1987), al introducir
mutaciones en esta secuencia, que abolian la capacidad de unir al
FHNI, encontraron que decrecia la induccidén de la transcripcion
con ¢glucocorticoides, probando asi la importancia de esta
proteina nuclear en la actividad del glucocorticoide.

strahle et al (1988), demostraron, que al poner un ERG cerca de
la secuencia TATA (a 15 pb) del promotor de la timina Cinasa,
este ERG conferia inducibilidad con glucocorticoides, esto
sugiere gue el receptor de glucocorticoide en conjuncién con
proteinas gue se unen a la secuencia TATA es capaz de formar un
complejo active de transcripcion. Cuando el ERG era insertado a
351 pb arriba del sitio de transcripcidn del gen de la tirosina
aminotransferasa no fue inducido a menocs gque se insertara otro
ERG o la secuencia CCAAT. Las mutaciones en esta ultima
secuencia abolieron la inducibilidad con glucocorticoides, esto
indica una accidén sinergistica del receptor con los factores que
reconocen la secuencia CCAAT. Y no solo esta secuencia (CCAAT)
fue eficiente sino también la secuencia CACCC, sitios gue unen
FN1 y a al factor de transcripcién SPI. Asi son varios los
factores de transcripcion gue actuan sinergisticamente con el
receptor de glucocorticoides. La actividad de esos elementos fue
dependiente de la linea celular en la cual los transcritos fueron
analizados, posiblemente por la presencia y\o la abundancia del
factor particular en la linea célular probada.

En estudios con el gen MMTV, se ha visto que la hormona induce
la aparicién de sitios hipersensibles a la nucleasa 81 cerca de
la unién del complejo ADH y también induce un aumento en 1la
sensibilidad a la ADNasa I. Se sabe también gue 1los
glucocorticoides inducen rapidamente y de una manera reversible,
un aumento & decremento en la capacidad de la cromatina a unir
ARN polimerasa bacterial (Slater et al, 1986}.

El mecanismo por el cual los glucocorticoides inhiben la
transcripcidn de ciertos genes ha sido menos estudiado. Akerblom
et al, 1588, al realizar estudios sobre la regulacidn negativa de
la expresién del gen de la subunidad a de la hormena
glucoproteica humana (gonadotropina) por glucocorticoides, in
vitre, encontraron que tal regulacién negativa ocurre por
interferencia con la unidn 6 funcidn de la(s) proteina(s) gue se
unen a los elementos que responden al AMPc, ya gque se superponen
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las secuencias del ADN que unen el receptor de glucocorticoide y
las secuencias gue responden a AMPc, asi al unirse el complejo
receptor-glucocorticoiede causa interferencia con la unidn 6
accidén de otras proteinas cruciales para la expresidn de este
gen.

Algunos modelos sobre la jnteraccidn del complejo receptor-
esteroide con el ADN se han formulado con base en la estructura
quimica tridimensional de las mdéleculas (Sluyer, 1983; Bransome
et al,1985; Hendry et al, 1980). Por la analogia estructural
entre los esteroides y el par de bases timina-adenina en el ADN
se ha sugerido la posibilidad de gue la hormona podria insertarse
en el ADN y formar uniones de hidrégeno con éste después que el
complejo receptor-hormona se ha unide al ADN. Estos estudios se
realizaron con modelos y programas de computacidn,

1.6 RECEPTOR DE GLUCCCORTICOIDE.

1.6.1 ES8TRUCTURA.

La proteina receptora, es un polipéptido de 777 aminodcidos
(Picard y Yamamoto, 1987), con un peso molecular de 94,000
Daltones determinando, por electroforésis en gel SDS, un radio de
Stockes de 6.0 nm, determinado por filtracieén en gel en Sephadex
6-200, su punto isoceléctrico es de 5.8 (Carlstegt-Duke gt al,
1984). Es codificada por un ARN de 4.8 Kb (Hollenberg, et al,
1985) .

Estad compuesto de tres dominios (figqura 8) que fueron
separados por digestidén parcial con proteasa, (tripsina, a-
quimiotripsina y papaina) (Carlstedt-Duke et al, 1984). El
dominio inmunogénico, lo conforman aproximadamente los primeros
403 aminoacidos del extremo amino de la molécula, con un peso
molecular apreoximado de 45,000 Da y un radic de Stockes de 2.6
nm (Carlstedt~Duke et al, 1984). Con estudio in vitro y usando
receptores mutados con deleciones en esta region (Stanley et al,
1987), se ha encontrado que si bien este dominio no es
indispensable para la activacion de la transcripcién, su ausencia
total & parcial reduce la habilidad del receptor a inducir 1la
activacién. Godowski et al, (1987(a)), al trabajar con genes
fusionados, se encontrd que la regidn entre los aminoacidics 106
a 318, es indispensable para un buen funcionamiento del receptor.

Los anticuerpos gue existen para el receptor se unen a este
dominio (Okret et al, 1984): Gustafsson et al, 1984; Westphal et
al, 1981).

Su funcion precisa no se conoce, posiblemente sirva de sitic
de unidén para otras moléculas © tenga un papel estructural no
espécifico, Gran parte de esta regidén probablemente se encuentra
en la superficie de la molécula,

Un segundo dominio es aquel al cual se une la hormona. Se
encuentra en el extremo carboxilc de la molécula receptora,
consta de aproximadamente 245 aminodcidos {del residuo 532 al
777), con un radio de Stockes de 1.9 nm y un peso molecular de
27,000 Daltones (Carlstedt-Duke y Gustafsson, 1986). Stanley gt
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Figura 8. Dominios funcionales del receptor de qlucocortiéoides
gque han sido separados con digestidn parcial con proteasa.
(Stanley et al, 1987).



al (1987), con una combinacién de ensayo de expresion transitoria
y mutagénesis ipn vitro, encontraron que la delecion de este
dominio en el receptor de glucocorticoide humano, producia un
receptor activo constitutive, que induce 1la transcripcién del
gene fusionado MMTV-CAT, en presencia ¢ ausencia de dexametasona,
revela asi que este dominio normalmente tiene una funcién
moduladora de la activacion de la transcripcion. Godowski et al,
(1987(b)), también obtuvieron receptores constitutivos activos,
cuando realizaron mutaciones en este dominio.

Pratt et al, (1988), al trabajar con receptores de
glucocorticoides en humano con mutaciones en diferentes puntes,
encontraron que este dominio y especificamente del aminoacido 532
al 697 tiene, las caracteristicas estructurales necesarias para
la formacidén del complejo 9 S, ademas esta regidén presenta alta
homologia entre los receptores de esteroides, proponen que pueda
estar involucrada en la unién de la(s) proteina(s) 90 hsp, ya que
las mutaciones en esta regién impiden la formacién del complejo
95 y presenta cinco cisteinas gue posiblemente intervengan en la
unidn con otros componentes.

Se ha sugerido que los receptores truncados ¢ modificadcs en
este dominio podrian tener un papel importante en la existencia
de tumores (Green y Chambon, 1986; Sap, et al., 1986), asi por
ejemplo la proteina viral de la eritroblastosis (v-erb-A) que
presenta una gran similitud con el receptor de esteroides Yy
posiblemente funcione a nivel transcripcional por el mismo
mecanismoe de accién, amplifica el potencial de varios oncogenes
primarios como el del v-erb-B, inhiben la maduracidén de los
eritoblastos e inducen su propagacién. Esta proteina no une su
ligando, si bien es capaz de unirse al ADN, asi podria ser un
receptor alterado con potencia oncogénica (Weinberger et al,
1986; Green y Chambon, 1986).

El tercer dominic se puede identificar en la regién central de
la molécula receptora, consta de unos 88 aminodcidos (del residuo
404 al 491), de los cuales la mayoria son basicos. Esta region es
rica en cisteinas (9 residuos) que se encuentran en una posicién
altamente conservada entre los receptores de estercides.

En el factor de transcripcién TFIIIA de Xepopus 5 S y en otras
proteinas reguladoras gue se unen a los acidos nucléicos, se ha
encontrado gue presentan unas estructuras en forma de horguilla
("fingers") en sus moléculas, indispensables para su unién al
ADN, estas estructuras se forman con zinc como cofactor Yy por
coordinacisn tetravalente de eéste con las cisteinas e histidinas
gue contierne la molécula (Hollenberg et al, 1987: Nagai et
al,l988). Para el receptor de glucocorticocides especificamente se
han encontrado evidencias que permiten suponer que en este
dominio se formen estructuras andlogas a estas (figura 9). Asi
Freedman et al, 1988 ccn use de la espectroscopia con rayos X
encontrdé que cada molécula de receptor ceontiene aproximadamente
dos dtomos de zinc, sus observaciones indican que cada &tomo de
zinc establece uniones con cuatro atomos de azufre de las
cisteinas y forman un arreglo tetrahédrico.

La capacidad de unién del receptor de estrégeno a columnas de
ADN~-celulosa se pierde cuando se expone a quelantes del metal y
se restaura con adicion de zinc (Evans y Hollenberg, 1988).,
También los cambios en la posicidn de los residuos de cisteinas

28



RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDE

o]

n N
Mo EEER

~
zn?

AN

G K
KETRY C C XVFFKRAVEGQHNYLC CLQAGMNLEARKTKKKIKGIQQAATAG
440 A60 476 500 525

vt homy .o

intrén

‘Unién especifica al ADN ' FGhidn no especifica al ADN

Figura 9. Coordinacidén propuesta para los atomos de zinc en el
dominio que une ADN de el receptor de glucocorticoide. Se
muestran las dos subregiones CI y CII, cada una contiene cuatro
cisteinas altamente conservadas las cuales podrian coordinar
tetrahédricamente el zinc para formar las estructuras en
horquilla. Las regiones CI y CII estan separadas por un intrén
(Freedman et al 1988; Green et al, 1988).
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por mutaciones en el receptor de glucocorticoide, causa una
pérdida de la capacidad de unién al ADN, asi como de la
regulacion transcripcional (Freedman gt al, 1988).

Esta regicén puede subdividirse en dos subregiones: Cl (C-X,-C-
13-C=X,~C} y CII (C-Xg4-C-Xg-C-X3-C-X,~C) donde cada subregidn
odria formar una estructura en horquilla. Aparentemente las dos

subregiones son codoficadas por dos exones separados dque
presentan un intrén intermedio (Green et al, 1988), al igual que
el factor de transcripcidén TFIIIA donde sus 9 estructuras son
codificadas en exones separados, esto sugiere gque la estructura
representa un s6lo dominio que se une al ADN, el cual ha sufrido
duplicacién a través de la evoluciodn.

Con receptores quiméricos donde la subregidn €I 6 CII del
receptor de estrogeno era remplazado con la correspondlente
region del receptor de glucocorticoide, se mostré que la primera
region es la gue juega el papel principal en la determinacién de
la especificidad al unirse al ADN. Se sugiere que esta regidén
determina la especificidad de unidén por contactos especificos con
algunas ¢ todas las bases del ERG y gque esta unidén es
estabilizada por contactos no especificos realizados por la
estructura de la subregion CII (Green et al, 1988).

Si las nueve regiones en horquilla de TFIIIA se unen a 50
pares de bases, entonces cada estructura puede unirse a
proximadamente 5 pares de bases, ahora, si los ERG son
palindromas de 5 a 6 pares de cada lado, separadas por 3 pares de
bases intermedias, se puede suponer que el receptor pudiera
unirse como dimero ¢ mondmero Yy gue cada estructura en horquilla
reconoce una mitad del ERG (Green gt al, 1988).

Este dominio posee una afinidad intrinseca por el ADN para
formar un complejo ADN-proteina y tiene capacidad para activar la
transcripeidén, Cualquier alteracién en esta zona ocasiona la
pérdida de las dos funciones. La presencia en un solo segmento de
las dos funciones, hace la diferencia entre el receptor de
glucocorticoide y otras proteinas reguladoras de la transcripcién
(por ejemplo: la proteina GCN 4 de levadura 6 la proteina GALA)
donde estas fuhclohes se encuentran en sedgmentos fisicamente
separados (Stanley et al, 1987).

El tamanc pequefio del dominio reduce la posibilidad que tenga
una funcién enzimdtica modificadora de la molécula del ADN (como
topoisomerasa girasa 6 nucleasa), asi la funcién de la activacidn
de la transcripcidén parece ser una consecuencia de su unidon al
DNA (McDonnel et al, 1988). Godowski et al (1987(b), cambiaron el
dominio del receptor de glucocorticoide gue une ADN por el de E.
coli (Lx87) y encontraron que el receptor se unia a ADN y que si
faltaba el dominio que une al ligando no habia amplificacion, tal
vez por que impedia su unidn con otras proteinas ¢ factores.

Las comparaciones entre la secuencia de aminoacidos del
receptor de glucocorticoide, de estrdégeno, de la vitamina D
(McDonnel et al, 1987; Becker, 1986) Yy la proteina viral v-erb-,
{y su contraparte celular c-erb-A, receptor de las hormonas
tiroides), han revelado que estas proteinas tienen una gran
similjtud {figura 10 y 11). Asi en la regidn que corresponde al
dominio gue se une al ADN conservan la posicién de nueve
cisteinas, entre el receptor de esteroides y el receptor de
hormonas tiroideas, existe una similitud de 45 a 55% , entre el
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Figura 10. La comparacion de receptores hormonales ha revelado
que estas proteinas tienen una gran similitud. (Weinberg et al,
1986; McDonnel et al, 1988; Green y Chambon, 1986).
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Figura 11. Porcentaje de similitud entre diferentes receptores.
Se ha encontrado gran homolegia sobre todo en el dominio qgue une
ADN. Weinberg et al, 1986; McDonnel 1988; Green y Chambon, 1986).
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de progesterona un 62% y entre el receptor de glucoccorticoide y
el de progesterona se puede encontrar un 91% de similitud (Green
¢ Chambon, 1986). En el dominio que une al ligando de los
receptores de esteroides tienen idéntica hidrofobicidad y los
receptores de la vitamina D y de hormonas tiroides son mis
pclares en este dominio, entre el receptor de esteroides vy
hormonas tiroideas hay una similitud del 20%. Entre el receptor
de estrogeno y el de glucocorticoide un 55%. En el dominio
inmunogénico el receptor de la vitamina D y el receptor de
hormonas tircideas son muy similares, en general estas dos
proteinas estan mas relacionadas entre si gue con los recepteores
de esteroides (McDonnel et al, 1988). Se ha sugerido que formen
una superfamilia de genes, cuyos productos sean proteinas
reguladoras de la transcripcién y algunas potencialmente
oncogénicas (Green y Chambon, 1986; Weinberger et al, 1986). Por
su similitud puede ser que tuvieran un origen comin y tomando en
cuenta que el receptor de la vitamina D y el de hormonas
tiroideas son mas simples y mds semejantes podrian ser las mas
primitivas, asi el receptor de hormonas tiroideas pudec surgir de
la duplicacidon del gen del receptor de la vitamina D (o
viceversa) y después otras duplicaciones pudieron dar origen al
receptor de los esteroides (McDonnel et al, 1988).

6.2 LOCALIZACION.

Con la técnica de "footprinting" dimetilsulfate in vive, el
grupo de Becker (1986) demostrd gue el ERG del gen de TAT unhe mas
fuertemente al receptor cuando estd presente la hormona, Yy
proteje los residuos de guanipa del ERG, que no se logra cuando
la hormona estd ausente O en presencia del antagonista RU38486.

En contraste Willman y Beato (1986), al trabajar in vitro con
receptores de higade de rata, encontraron que la hormona ¢ su
antagonista no tenian efecto en las propiedades de unidn del
receptor al ERG del virus de tumor mamarioc de ratdn, si bien era
necesario precalentar a 25 C durante 30 minutos la preparacién
citeosélica gue contenia al receptor.

Tal parece que la hormona No es necesaria para que el receptor
se una al ADN in vitro, mientras que jin vivo si. Green y Chambon
(1986), proponen que in vitro el receptor estd asociado con otras
moléculas que inhiben su unién al nucleo y la unién de la hormona
al receptor induce la disocjacidn de tales moléculas y permite al
receptor unirse al ERG.

La pur1ficac1én extensiva del receptor in vitro 6 el paso de
calentamiento a 25°C podria sustituir la accion de la hormona e
inducir artificialmente una conformacién del receptor que es
requerida para recohocer la secuencia especifica del ADN y unirse
a ella.

Wikstrom et al (1987), al trabajar con un anticuerpo contra el
receptor en un estudio inmunocitoquimico encontraron que el
receptor del glucocorticoide se localiza en el citoplasma y en
el nucleoc y que hay un aumento de éste en el nucleo cuando se
agrega dexametasona, a diferencia del receptor de estrégeno y
progesterona, gue su localizacién es exclusivamente nhuclear.
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1.6.3 POBLACION HETEROLOGA DEL RECEPTOR.

A pesar de gue el mecanismo de los glucocorticoides ha sido
muy estudiado y que el receptor ha sido purificado vy
caracterizado, existen evidencias que indican gque el proceso es
mds complejo y que mas de un receptor esta involucrado.

En el hipotalamo de rata han sido descritos al menos dos
receptores diferentes para glucocorticoides (Sapolsky gt al,
l1986). También se han encontrado receptores adicionales en
nucleos de higade de ratas hembras {Bechet y Perry, 1986).

Otro receptor diferente fue descrito por Hirota et al (1987).
Esta proteina parece mediar la induceion de la actividad de la
triptofano dioxigenasa en higado de rata, y difiere del receptor
cliasico en sus propiedades inmunoldgicas y fisicoquimicas, aunque
el peso molécular de ambos receptores es similar.

1.7 EFECTOB POBTRANSCRIPCIONALES DE LOB GLUCOCORTICOIDES.

Se han reportado efectos postranscripcionales de 1los
glucocorticoides.

También han sido reportados las acciones directas sobre el
metabolismo (Nevis, 1983) y la estabilizacién de una serie de
mensajeros en diferentes tipos celulares, (Guertin et al., 1983;
Guyette et al, 1979). En células HTC infectadas con virus mamario
de raton, los glucocorticoides afectan la maduracion y 1la
compartamentalizacidén de dos proteinas virales, por un mecanismo
independiente de la respuesta transcripcional del wvirus
(Firestone et 1, 1982). Este mecanismo requiere del
funcionamiento normal del receptor y de la sintesis de povo de
ARN y proteinas.

En diferentes tipos de musculeo (Kelly y Goldspink, 1982) y en
misculo esquelético aislado (Mc Grath y Goldspink, 1982), se ha
cbservado que la respuesta a los glucocorticoides es diferencial
¥ que involucra alteraciones tanto en la sintesis como en la
degradacién de proteinas, Evidencia mas directa de los efectos
postranscripcionales de los glucocorticoides fue proporcionada
por Snocek et al (1981), gque describieron un efecto de 1la
dexametasona, insensible a la actinomicina D y que depende de un
pretratamiento con AMP ciclice para que funcione.

Keller y col. (1982), mostraron, en células L de ratén , que
la piridoxina bloqua la induccién de la glutamina sintetasa por
dexametasona, pero no el contenido polisomal modificado ni 1la
fosforilacién de la proteina S-ribosomal.

2.1 FIBIQLOGIA DEL HIGADO

Una vez gue se absorben los nutrientes del tracto intestinal
la mayor parte llegan directamente al higado, que es el principal
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centro de ditribucion de éstos en el metabolismo de los
mamiferos. Tal vez el higade sea el érgano gue muestra una mayor
flexibilidad metabdlica, puesto que es el primero en recibir los
nutrientes desde el 1ntestxno y tiene que ajustar sus actividades
metabolicas a la composicién variable de la mezcla de nutrientes
y a la entrada discontinua o intermitente de ellos. El higado
funciona en el tratamiento y distribucién de los nutrientes
recibidos, asi como en mnantenimiento de su concentracién
constante en la sangre sistémica (Lehninger, 1982).

En el metabolismo de los hidratos de carbono el higado efectua

las siguientes funciones especificas: almacenana glucdgeno;
convierte 1la galactesa y 1la levuleosa en glucosa; la
gluconeocgénesis y la formacién de muchos compuestos quimicos
importantes partiendo de los productos intermedios del
metabolismo glucido. La mayor parte de estas funciones del higado
en el metabolismo de los hidratos de carbono son particularmente
importantes, para mantener normal la concentracién de glucesa en
la sangre, funciona como un glucostato (Guyton, 1980).
En el metabolismo de los lipidos algunas de sus funciones
especificas son: la beta oxidacion de acidos grases y la
formacién de acido acetoaceético, de lipoproteinas, de colesterocl
y fosfolipidos y la conversién de grandes cantidades de hidratos
de carbono y proteinas, en grasa.

El higado almacena las vitaminas A,D y B;,;. Forma gran parte
de las sustancias de la sangre que 1nterv1enen en el proceso de
coagulacioén (fibrindgeno, protombina, globulina aceleradora,
proconvertina y otras). Y almacena la mayor parte del hierro en
forma de ferritina.

Es el responsable de la formacién de bilis para el proceso
digestivo incluyendo la sintesis de compuestos maycres como los
acidos biliares. Es el organo primordial de defensa bioquimica,
elimina compuestos xenobldéticos del organismo come los
conservadores de alimentos, drogas, colorantes, particulas del
mediocambiente y sustancias adictivas como el etanol y la
nicotina, por varios procesos de bioctransformacidén. También
regula los niveles periféricos de hormonas por medio de su
degradacién durante su paso por €1 (Jungermann, K. 1986 (a) y
(b)) .

Las funciones mds importantes del higado en el metabolismo
proteico son: la deasaminacidén de aminocacidos: la formacidn de
urea para suprimir el amoniaco de los liquidos corporales y opera
a la vez asi tambien como un regulador de pH Yy mantiene el
balance acido-base adecuado; la formacion y degradacién de
proteinas plamaticas {albumina, transferrina, etc.); y en la
interconversidén entre los diferentes aminoacidos y otros
compuestos importantes para los procesos metabdlicos. Entre las
funciones mds importantes del higado se halla su capacidad de
sintetizar algunos aminoadcidos y otros compuestos a partir de los
aminodcidos. Por ejemplo 1los denominados aminodcidos no
esenciales que pueden ser sintetizados por el higado. Para ello
se empieza por sintetizar un cetoicido que tiene la misma
composicién quimica que el aminodcido que debe formarse (excepto
por el radical ceto). Luego se transfiere un radical aminico a
través de varias etapas de transaminacion desde un aminodcido
disponible al cetodcido para ocupar el lugar del oxigeno
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cetdnico.

En condiciones normales el higado cataboliza mas de la mitad
de los aminodcidos exdgenos, procedentes de la hidrélisis de las
proteinas y de los peptidos alimentarios y los transforma en
urea. Otra fraccion de amincacidos exdgenos es utilizada por el
higado para sintetizar proteinas que emplea para su propia
estructura y funcion y el resto pasa a la circulacidn general
para difundir rapidamente en el espacio extracelular y facilitar
su captacién por los diferentes tejidos. En general funciona como
un regulador de los niveles de aminoacidos en la sangre.

A grandes rasgos podemos decir gue principalmente cinco
factores regulan las funciones del higadc: la concentracién de
sustratos sanguineos, los niveles hormonales, la inervacién
autonémica del ©6rgano, la heterogeneidad zonal de 1los
hepatocitos y las células no parenguimaticas.

El higado consta de células del parenquima y por lo menas
cuatro tipos de <células no parenquimatosas (Kupffer,
endoteliales, células Pit e Ito).

Histoldgicamente la células de parenquima tienen una
apariencia uniforme la cual contrasta fuertemente con las
funciones principales del organo.

Histoquimicamente hay diferencias, estas pueden relacionarse
con la unidad funcional y estructural del higade. Siguiendo el
recorrido de la sangre, pueden distinguirse por lo menos dos
diferentes zonas , la zona perivenosa y periportal (centribular o
eferente y pericentral o aferente respectivamente) las cuales
estan irrigadas con sangre rica o pobre en oxigeno, sustratos y
hormonas.

Las células parenquimatosas de las dos zonas difieren en su
equipamiento enzimatico y estructuras subcelulares. En el modelo
de la zonacion metabbdlica, han sido propuestas diferentes
funciones para cada zona.

El metabolismo de energia oxidativa, la oxidacién B y el

catabolismo de los aminodcidos, la ureagénesis la
gluconeogénesis, la excresion de acido biliar y la proteccisn
oxidativa estan localizadas principalmente en 1la 2zona
periportal.

Las enzimas glucogénicas: fosfoenol-piruvato carboxileinasa,
fructosa bifesfatasa, y glucosa-6-phosphatasa asi como las
enzimas ureageénicas carboxil~fosfato sintetasa predominan en
esta zona.

La glucolisis, 1lipogenésis, la formacidon y biotransformacion
de glutamina estan situadas principalmente en la zona perivenosa.

Las enzimas glicoliticas: glucocinasa y piruvato cinasa tipo-1
asli como las enzimas glutaminogénicas: glutamina sintetasa
predominan en la esta zona.

Esta heterogeneidad parece ser un prerrequisito para el
funcionamiento normal del hilgado. La heterogeneidad no es una
propiedad inherente del parenquima hepatico per se, esta se
desarrolla gradualmente después del nacimiento y es dinémico ya
que se altera bajo diferentes condiciones fisioldgicas como por
ejemplo cuando se realiza una hepatectomia, en estado de ayunas,
y en presencia de diabetes (Jungermann, K. 1986 (a) y (b))
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2.2 HEPATOCITOS EN CULTIVO COMO HMATERIAL DE ESTUDIO,.

Para el estudio de las diversas funciones del higado, se
requiere un buen sistema que reprcduzca la actividad del higado
in vive. Varios sistemas in vitro han sido probados. Desde los
cortes de higado que se usaron hasta los afios cincuenta, pero el
periodo experimental era limitado a pocas horas y las células
presentaban alteraciones metabdlicas, debido al darnio causado al
realizar los cortes y se pierdia una gran proporcion de 1la
capacidad para la gluconeogénesis a partir del lactato 6
aminoacidos y la oxidacién de 4cidos grasos a cuerpos ceténicos:
los resultados obtenidos por este métode eran poco confiables.

También se ha utilizado higado perfundido gque es un buen
sistema pues las células conservan la mayoria de las funciones,
pero el periodo experimental es también muy 1limitado y sdlo
pueden realizarse uno ¢ dos experimentos.

Cabe mencionar que ambos métodos tienen la desventaja que la
actividad de las diferentes poblaciones de células hépaticas no
pueden distinguirse (Ichihara, 1982).

En 1960 se cultivaron por primera vez células de higado.
Fueron células de higado perinatal aisladas por tripsinizacidn,
que se establecian por periddos largos como lineas celulares. omo
consecuencia estas células retenian pocas funciones propias de
los hepatocitos. Ho se sabe si estas lineas celulares perdian sus
caracteristicas durante el cultivo ¢ si las 1lineas eran
establecidas de células inmaduras ¢ nc parenquimatosas. Algunas
lineas eran transformadas y mostraban desviacidn en el numero
cromosdémico. Las ceélulas de hepatoma cultivadas retienen varias
funciones de los hepatocitos, como la induecién de la tirosina
aminotransferasa por glucocorticoides, pero el nimero de estas
funciones es limitado (Ichihara, 1982).

En 1965 Howard y Persh {Citado por Ichihara, 1982}, aislaron
células parenquimatosas de cortes de higados aislados por
digestion con colagenasa y hialuronidasa, obtuvieron una
produccién baja de células y como el tejido era incubado por 70
minutos, las células se danaban.

El uso de esas enzimas para el aislamiento de células data
desde 1957, cuando Lafargues las empled en epitelioc de glandula
mamaria para ser usado en cultivo de tejido, En 1964 fueron muy
usadas para el aislamiento de adipocitos.

En el afo de 1969, Berry y Friends aislaron células por
perfusion de higado, permitiendo asi gque cada célula quedara
expuesta a la accion de las enzimas. Obtuvieron diez veces mnas
produccion de cdélulas que las obtenidas por cortes de higado.

Desde 1970 los reportes de estudios bioguimicos en esas
células aisladas en fresco han aumentado rapidamente. Estas
células si bien retienen funciones <como wurogénesis vy
gluconeogenesis tienen fallas en otras funciones por ejemplo: el
balance de nitrégeno es negativo ya que su catabolismo proteico
esta aumentado y la sintesis de proteinas del suero es baja
(Seglen, 1977; Schwarze, 1980), presentan baja sensibilidad a
varias hormonas probablemente debido a la pérdida de receptores
membranales como los de insulina, glucagon etc (O’Connor-McCourt
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et al, 1985).

La razon de estas fallas es el dano sufrido en las membranas
celulares durante la digestidn con la colagenasa, Asi también
las concentraciones de un numeto de metabolitos en las células
preparadas en fresco son sustancialmente mds bajas que en el
higado intacto, especialmente los aminodcidos; glutamina,
glutamato, aspartato y alanina y la enzima glucosa-é6-fosfato.
Esta pérdida ocurre durante la preparacién de las células ya que
en la centrifugacién, en particular, existe un suplemento
inadecuado de oxigeno que causa la perdida de algunos
constituyentes celulares de bajo peso melecular (Ichihara, 1982).

Estos dafos son reparados si las célula aisladas son
cultivadas de 6 a 24 horas antes de cada experimento, tiempo en
el cual se recuperan las funciones propias de los
hepatocitos. (Yamada gt al 1980).

El recambio proteico es andbolico después de dos horas de
cultive (Seglen, 1977), los hepatoccitos en cultive sintetizan
proteinas del suero como: albumina, fibrinogene, trasferrina,
fibronectina, transcobalamin TI, plasmindgenc y hemopexina, entre
otras.

Aun cuando los hepatocitos recién aislados conservan su region
peribiliar intracelular rica en lisosomas Yy pobre en
mictocondrias (Groothius, 1981), durante el aislamiento pierden
la especializacién de la membrana plasmatica. En cambio los
hepatocitos en cultivo desarrollan caracteristicas de
diferenciacion membranal por ejemplo la reconstitucidén de
canaliculo biliar y presencia de desmosomas gue han sido
observados en el microscopio electrdnico (Yamada et al, 1980). La
actividad especifica de enzimas comoc la fosfatasa alcalina, la 5
nucleotidasa, y ATAasa son bajos en células recién aisladas, se
reestablecen durante el cultivo, tante en su nivel de actividad
como en su localizacidn especifica alrededor del canalicule
biliar (Jung et al, 1982).

Las glucoproteinas del glucocalix perdidas durante el
procedimiento de aislamiento son recuperadas después de pocas
horas en cultive (Jaurengui et al, 1986). Aparecen los receptores
de transferrina y la habilidad de unir Insulina y glucagon se
recupera (Kishimoto y y Tavassoli 1986; O’Connor-McCourt et al,
1985). A las cuatro horas de cultive las células responden al
factor de crecimiento epidérmico (Auberger et al, 1983) y a las
dos horas de cultivo adquieren receptores pB-adrenérgicos
(Nakamura et al, 1984 (a y b)).

Los hepatocitos en cultivo retienen muchas enzimas especificas
del higado, como la triptofano dioxigenasa, tirosina
aminotransferasa, serina dehidratasa, las cuales pueden ser
requladas por hormonas. Las enzimas del ciclo de la urea pueden
ser inducidas por glucagon (Ichihara, 1982).

Gurr y Potter (1980) (Citado por Ichihara, 1982), notaron que
las células frescas siguen mostrandeo las mismas influencias que
in wvive, todavia por un tiempo después de la dispersidén. Asi al
cultivarse unas horas antes del experimento se eliminan
complicaciones de estas influencias, esto es muy importante
cuando se trabaja con inducciones de enzimas con hormonas ya que
es indispensable disminuir las influencias de hormonas endégenas.
Por esto uno de los principales usos del cultive de hepatocitos
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es el eastudio de los efectos hormonales. Ademas que permite
trabajar por periodos lo suficientemente largos como para poder
detectar sus efectos.

Una ventaja mas del uso de hepatocitos cultivados en
monocapa, es la posibilidad de poder cambiar facilmente el medio
tanto cualitativamete como cuantitativamente.

Si bien el suero ha sido generalmente usado para promover Yy
mantener la viabilidad de las células asi como para inducir la
adhesion célular al recipiente de cultivo y la dispersidn de las
células, poco se sabe acerca del efecto del suero por si misme en
las actividades metabdlicas de los hepatocitos. Un suero
comercial fetal estéril para cultivo, contiene concentraciones
anormales de ciertos metabolitos: por ejemplo tiene 5.02 mM de
fructosa, 18 mM de lactato, 12.3 mM de bicarbonato y 4.93 mM de
glucosa. Ademds contiene factores gue todavia se desconocen
(Horiuti et al, 1982).

Se sabe que hay un factor del suerc que conserva la viabilidad
de las células. Sc ha extraido de la glandula pituitaria bovina
un compuesto con la misma funcidn y se ha identificado como un
iphibidor de tripsina, asi es muy probable gque la actividad de
sobrevivencia del suero sea debida a la presencia de inhibidores
de proteasa {como el iphibidor de a-2-plasmina & leupeptina), que
actuen sobre alduna(s) proteasa({s) de la membrana plasmidtica que
participe en la degradacioén de proteinas que son importantes para
mantener la integridad celular, ya que se ha visto que los
inhibidores de proteasas que son efectivos para promover la
sobrevivencia celular inhiben el 80% de la actividad de proteasa
membranal de hepatocitos (Asami gt al, 1984; Nakamura et al, 1984
{(a): Katunuma et al, 1984).

Yamada et al (1981), encontraron que los hepatocitos
cultivados en un medio sin suero (HI/WO5/BA200) que es un medio
rico en aminoadcidos y por lo tanto inhibe la protedlisis
presentan ventajas en algunas caracteristicas morfoldgicas en
comparacién con aquellas celulas cultivadas en un medio con
suero, como menor cantidad de granulos intracelulares y una mayor
viabilidad reflejada en una mayor excliusion por azul de tripan de
las células, asi como mas eficacia en la adhesion y dispersicén de
las celulas en las cajas de cultivo. El1 medio sin suero es
también mas favorable para mantener la funcion de la membrana por
largos periddos de tiempo ya que la toma de acido a-
aminoisobutirico y el porcentaje de sintesis de albumina fue
mayor gue en células cultivadas con suero.

Es posible mantener hepatocites en cultivo en monocapa en
buenas condiciones por una semana, después pueden presentar
caracteristicas de células no diferenciadas, como aumento de
fetoproteinas y pérdida del citocromo P-450, si bien esto se ha
logrado resolver de diferentes maneras, por ejemplo, poner al
medio hormonas como insulina, dexametasona, ¢ biomatriz
extracelular  hepdtica {Kreamer et al, 1986; Jaurengul et al,
1986; Enat et al, 1984). Con levamisole se ha logrado elevar el
citocromo P-450 (D‘Engelman y Richardson, 1986). Jauregui et al
(1986), con medio de Chee han logrado mantener hepatocitos por
largos periddos de tiempo en dptimas condiciones, Yeoh et
al, (1986) al agregar Ultroser & al cultivo en vez de suero,
logran mantenerlos durante tres semanas en buen estado.
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A veces en peritédos largos de cultivo pueden presentarse las
llamadas células claras, las cuales son diferentes
morfoldgicamente a las células maduras y no retienen funciones
del higado. Su origen no es claro peodria tratarse de células
derivadas de células no parenguimatosas, ceélulas maduras
dediferenciadas ¢ células parenquimatosas inmaduras.

Loe hepatocitos de adultos en cultivo primario no muestran
alguna sefial de crecimiento celular, como aumento de sintesis de
ADN o numero celular como los hepatocitos fetales ¢ neonatales.
Si bien es posible que los hepatocitos de adultos se reproduzcan
bajo condiciones apropiadas de cultivo. Si se agrega insulina,
dexametasona, factor de crecimiento epidermal y prolactina, por
ejemplo, la sintesis de ADN aumenta marcadamente y muestran un
crecimiento celular, siempre y cuando se siembren a baja
densidad, ya que se ha encontrado que existe un modulador
superficial que controla la proliferacidén de hepatocitos de
manera dependiente de la densidad celular, asi cuando existe
contacto célula-célula este modulador mantienen a los hepatocitos
en un estade de fase G en la cual las funciones del higado
especificas son expresadas al maximo y la proliferacién celular
es inhibida fuertemente, Cuando este contacto intercelular se
rompe por algun dafioc como con la hepatitis viral, hepatectomia
pareial, ete, la inhibicion del crecimiento por el modulador cesa
y los hepatocitos pasan de la fase Gy a 1la G; en la cual las
células pueden responder a factores de crecimiento y proliferar
hasta que el contacto celular se reestablece (Enat et al, 1984:
Nakamura et al, 1986).

Schwarz et al , 1985, aislaron un factor de proliferacidén de
hepatocitos del citosol del higado en regeneracién, Nakamura gt
al (1986), encontraron en las plaguetas de rata otro factor de
crecimienteo que estimula la sintesis del ADN en hepatocitos de
rata adulta en cultivo.

40



3, DOB ENZIMAS HEPATICAS INDUCIBLES CON GLUCOCORTICOIDES (TAT Y
TDO)

3.1 TIROSINA AMINOTRANSFERASBA (TAT).

La tirosina aminotransferasa (L-tyrosina: 2-oxoglutarato
aminotrasferasa E.C.2.6.1.5) es una enzima clave en el
catabolismo de la tiresina, cataliza la reaccién en la cual el
grupo amino de la tirosina es transferido al atomo de carbone de
su a-oxoacido, primera reaccién en la via en la cual la tirosina
puede finalmente ser degradada a fumarato y acetato.

Probablemente prevee 1la acumulacién de niveles téxicos de
tirosina en las células y también provee sustratos
gluconeogénicos y cetdnicos (Groenewald et al, 1984).

2-oxoglutarato glutarato

ﬁ-Tirosiné. >P-hidroxipheni1 piruvato.

La TAT también cataliza la transaminacién de varios ainoacidos
aromaticos como fenilalanina y triptofano, pero en menor grado.

El a-cetoglutarato es el principal cetodcido acepter del grupo
amino de la tirosina. El1 5‘fosfato de piridoxal (PLP) y la
peridoxamina son sus cofactores.

La TAT es un dimero de 50,000 Daltones cada subunidad, tiene
un coeficiente de sedimentacion de 5.9 S y un pI de 5.6.

La TAT existe solamente en el higado, en estudios anteriores
se reporté en rinon y cerebro pero parece ser 1la aspartato
aminotransferasa que puede catalizar la misma reaccién (Granner y
Hargrove, 1983}.

La TAT es regulada por varias hormonas, por ejemplo es
inhibida por la hormona de crecimiento e inducida por glucdagon,
AMPC y glucocorticoides (Yoshida et al, 1986).

Su induccién por glucocorticoides, reportado inicialmente por
Lin y Knox en 1957 (Citado por Groenewald et al, 1984) fue uno de
los primeros ejemplos de control hormonal de enzimas en
mamiferocs.

Los glucocorticoides regulan la sintesis de TAT a nivel
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transcripcional ya que los inhibidores de la sintesis de
proteinas inhiben su induccién, ademds la hormona causa un rapido
aumento en la cantidad y actividad del ARN mensajero de la TAT,
este aumento es paraleloc al incremento de la actividad de la
enzima (Granner y Hargrove, 1983),

En rata la actividad de la TAT aumenta justo después del
nacimiento de una manera dependiente de la presencia de hormona
adrenal. La actividad durante la vida fetal es muy baja,
representa el 10 6 20% del nivel encontrado en el higade de ratas
adultas. Doce horas después del nacimiento la actividad llega al
doble, gradualmente baja hasta llegar al nivel normal.

3.2. TRIPTOFANO 2,3-DIOXIGENABA (TDO)
(6 TRIPTOFANO PIRROLABA).

La ¢triptofano 2,3-dioxigenasa (Triptéfano pirrolasa L-
triptofano: oxigeno 2,3~oxidoreductasa, E.C.1.13.11.11) es una
enzima que interviene en el catabolismo del triptofano.

La primera reaccién en la degradacién del triptofano es la
oxidacién de esta a la N-formilquinurenina, reaccién catalizada
por la TDO, emplea como oxidante, oxigeno molecular.
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La TDO posee un grupo prostético ferroprotoporfirina IX, estd
constituida por cuatro subunidades, su peso molecular es de
103,000 Da.

Es una enzima inducible cuyos niveles en los tejidos de

manifero se elevan al administrarse triptofano &
glucocorticoides.
La induccién por glucocorticoides es el resultado de la
estimulacién de la sintesis del ARN mensajerc especifico gque
codifica para la TDO. Por el contrario, los niveles elevados que
siguen de la administracién de triptofano, se debe a una
disminucién en la velocidad de degradacion de la enzima e
incremento de la saturacién de la enzima por el sustrato (White
et al, 1983).

La TDO no esta presente en el higade de rata hasta el décimo
dia después del nacimiento, perc puede inducirse prematuramente
por hormonas estercides de la corteza adrenal.

En el metabolismo del triptofano se originan una gran variedad
de sustancias entre las gue se encuentran: la serotonina (un
vasoconstricteor), la vitamina niacina que se requiere en 1la
sintesis de NAD+ y NADP+ (Mahler, 1971).
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OBJETIVOS

A) UNO DE 10S OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO ES EL REALIZAR LA
CARACTERIZACION DEL COMPORTAMIENTO DE LA ENZIMA HEPATICA TIROSINA
AMINOTRANSFERASA POR MEDIO DE:

i) LA OBTENCION DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA DE LA INDUCCION DE
LA TIROSINA AMINOTRANSFERASA POR DEXAMETASONA, UN
AGONISTA SINTETICO DE LA ACTIVIDAD GLUCOCORTICOIDE.

1i) LA OBTENCION DE LA CINETICA DE INDUCCION DE LA TIROSINA
AMINOTRANSFERASA POR DEXAMETASONA.

iii} DEL ESTUDIO DE LA INHIBICION DE LA INDUCCION DE LA TIRGSINA
AMINOTRANAFERASA POR LOS ANTAGOHNISTAS SINTETICOS RU38486
¥ RUS020.

B) OTRO OBJETIVO ES EL ESTABLECER EL CULTIVO DE HEPATOCITOS DE
RATA EN MONOCAPA POR LAS VENTAJAS QUE OFRECE EN ESTE TIPO DE
ESTUDIOS, YA QUE LAS CELULAS EN ESTE SISTEMA RETIENEN VARIAS
FUNCIONES PROPIAS DE 10OS HEPATOCITOS, SE PUEDE CAMBIAR EL MEDIO
DE CULTIVO TANTO CUALITATIVA COMO CUANTITATIVAMENTE Y TRABAJAR
POR PERIODOS DE TIEMPO LO SUFICIENTEMENTE LARGOS PARA MEDIR
RESPUESTAS HORMONALES.

C) OTRO OBJETIVC ES EL REALIZAR UNA REVISION BIBLIOGRAFICA DE
LOS GLUCOCORTICOIDES 10O MAS COMPLETA POSIBLE.
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111, METODO.

1) OBTENCION DE COLAGENA DE RATA.

Para ailslar las fibra de coldgena, a 10 colas de rata se les
hizo una incisién en la piel (alrededor) cerca del extremo de 1la
punta con una navaja, manualmente se rompieron las colas en ese
punto. Se jaldé hacia los lados hasta que las dos partes quedaron
distantes, unidas solamente por 1las fibras de c¢olagena
descubiertas. Con ayuda de unas tijeras se cortaron y se
recolectaron.

Para cada 4 g de fibras se realizé el siguiente procedimiento:
se agitaron las fibras en 200 ml de agua destilada durante 1 hora
y se desechd el agua. Se aqregaron 300 ml de dcido acético 0.5 M
y se dejoé agitar una noche a 4 C, para disolver la coclagena.

Se centrifugd una hora a 20,000 g. El sobrenadante se filtro
con vacio,a través de un filtro Whatman #1. Se dializé por 24
horas a 4 C con tres cambios de agua destilada. Finalmente se
diluyé 2 o 3 veces con agua destjlada y se guardp a -5 C, hasta
usarse.

2) RECUBRIMIENTO DE CAJAEB DE PETRI CON COLAGENA DE RATA.

Para cubrir 40 cajas Petri (50 mm de didmetro), se prepararen
25 wl de la siguiente mezcla: a 10 ml de coldgena se agregaron 10
ml de agua destilada y se disolvieron 0.35 g de medio Waymouths
MB 752’1. Por separado se disolviercn 0,56 g de blcarbonato de
sodio en 5 ml de agua.

Se juntaron las dos soluciones justo antes de empezar el
recubrimiento de las cajas y se mantuvieron en hielo con
agitacion continua.

A cada caja Petri se le anadieron 500 ul de la mezcla y se
expandieron por toda la base de la caja con agitacién manual
vigorosa, se recogieron entonces 400 ul (se formo asi una capa
delgada) sin dejar burbujas, ya tapadas se expusieron a 1luz
ultravioleta de 15 a 30 minutos para esterilizarlas y se
mantuvieron a 4 C, hasta usarse (nunca mds de 24hrs),

3) AISLAMIENTO Y CULTIVO DE HEPATOCITOS DE RATA.

Las células de higado fueron alsladas en condiciones
asépticas. El material utilizado fue esterilizado con autoclave
por 15 minutos a una presién de 10 a 15 libras ¢ con gas (éxido
de etileno) por 5 horas. Las soluciones empleadas fueron pasadas
por un filtro millipore de 0.45 um de didmetro.

El area de trabajo y el instrumental gquirurgico se limpid con
una mezcla de benzal/alcchosagua (1/1/1) para desinfectarlo.

Se anesteciarcn ratas macho Winstar de 200 g con pentobarbital
de sodio ("anestesal") a una dosis de 200 wl, por via
intraperitoneal.



El higado fue perfundido in situ, por la vena cava (entrada de
flujo) y por la aorta (salida de flujo) se mantuvo la velocidad
de flujo a 25 ml/minuto. Primero se hicieron pasar 100 ml ge
buffer Krebs (NaCl 120 mM; KCl 5 mM; WHP, 1.2 mM:; MgSO, (-7H,0)
1.2 mM: 2.5 ml de NaHCO, 1M y 1 gota de rojo de fenol cada 100 ml
de buffer), mas 50 mg de EDTA, oxigenado con €0, 5% y 0, 95% a
37 €, con este volumen se eleLno la sangre. Después se perfundid
con 100 ml de medio de perfusién (1.4 g de medio Waymouth
MB/752/1; 8 mg de estreptomicina 2 mg de penicilipa; 0,22 g de
bicarbonato de sodio, por cada 100 ml de medio de perfusidn)
equilibrao también con €O, 5% y 0, 95 % a 37 C. Cuando quedahan
50 ml de medio se pusieron a recircular y se les agregaron 25 mg
de colagenasa tipo IV. La perfusidén se continudé por 25 a 30
minutos mas.

El higado fue entonces trapsferido a un vaso de precipitado

con 50 ml de medio de lavado (0.7 g de medic Waymouth MB 752/1:
4 myg de estreptomicina; 1 mg de penicilina y 1 ml de solucién
Hepes 1 M pH=7.6} con ayuda de dos cucharas de pldstico las
células fueron suavemente dispersadas, se filtrd por una tela
nylon. El filtrado se centrifugd 2 minutos a 600 rpm. E1
sobrenadante que contenia las células Kupffer y células muertas
fue removido por aspiracién . E1 botén con las células
parenquimatosas fue resuspendide en 50 ml de medio de lavado y se
repitidé el procedimiento de centrifugacidn otras dos veces.
Finalmente el botén celular se resuspendid en 50 ml de medio de
siembra (0.7 g de mnedio Waymouth MB 752/1; 4 wng de
estreptomicina; 1 mg de penicilina; 0.11 g de bicarbonato; 10% de
suero fetal de ternera, por cada 50 ml de medic de siembra}. Se
sembraron 200 ul en las cajas Petri cubiertas con coligena y se
llevé el volumen a 1 ml con medio de siembra. Las cajitas se
colocaron en un envase cerrade a prueba de gas con un ambiente
humedo, esteo ultimo se logrd al pasar el flujo de CO, 5% y 0, 95%
por un matraz con agua caliente antes de llegar al envase éonde
estaban las c¢ajas Petri con los hepatocitos.

A las dos horas el medio de siembra fue aspirado Yy sustituido
con medio de mantenimiento (1.4 g de medio Waymoth MB 752/1; 8 mg
de estreptomicina; 2 mg de peniciline y 3.3 ml de una solucidn
albimina/oleato (6%/15%) por «cada 100 ml de medio de
mantenimiento. Después de 1B horas este medio fue sustituido por
medio de mantenimiento nuevo y se realizaron las inducciones
hormonales.

cuando se mididé la actividad de TDO todos los medios contenian
2.5 mM de triptofano.

4) INDUCCIONES.

Cada determinacién se realizé por <triplicado y cada
experimento se repitid un minimo de 3 veces,

Experimento 1. Se agrego a cada cajita dexametasona (10’6 M)
- Yy se recolectaron las células cada dos horas
durante 14 horas y posteriormente a las 24 horas.
Como controles se colectaron células al inicio del



experimento y a las 12 horas, sin adicién de
dexametasona.

Experimento 2, Se agregé a cada caijita dexametasona a aas
51ggxentes SoncenSrac1ones Molarss. . 5§1o -6
5x10 5x10 5x10 10
5x10 , 10772, Fueron recolectadas doce horas
después.

Experimente 3. Se agregqdé a cada 7cajita simultaneamente
dexametasona (5x10™ ") Y las siguientes
concentracxones molares del a?fagonls 51ntgtico
RUS02Q: 0, 1077, 5x10” =6, '5x10
5%1077, 1074, se recclectaron 12 horas después.

‘Experimento 4. Fue igual al anterior pero utilizando el antagonista
’ RU38486 en vez de RU5020.

5) RECOLECCION DE CELULAS.

Se aspiré el medio de cultivo de las cajitas y se lavaron las
células 2 veces con buffer PKB/salina (Buffer KH,PO, 50 nM
pH=7.6; a-cetoglutarato 1 mM; 5'fosfatoc de piridoxal 0.1 mH Nacl
0.9%) a 4 C. Finalmente se agregaron 500 ul de buffer PKB/salina
y con ayuda de un émbolo de jeringa de pldstico se recolectaron
las células, raspando el fondo de las cajas de cultivo y se
recolectaron con una micropipeta. Se llevé a un volumen final de
600 ul y se pusiercn en tubos Eppendorf. Se guardaron a -80 C
hasta su analisis.

Para la medicién de la enzima TDO se utilizé el buffer TDO
(fosfato de potasio 20 mM pH=7.0 con 2.5 mM de triptofano, 1.36
mg/10ml de methemoglobina y 0.9% de NaCl) para el lavado y la
resuspension de las células.

6) OBTENCION DEL CITOBOL.

Las células se lisaron por tres ciclos de congelamiento-
descongelamiento y se centrifugaron durante 10 minutos a 10,000
rpm, el sobrenadante se usé para medir la actividad de 1las
enzimas y proteinas. Hasta_ que se realizaron las mediciones el
citosol fue mantenideo a -80 C.

7) INDUCCION DE TDO IN VIVO

Se preparé una suspensién de triptofano (40 mg/ml) en 0.9%
(m/v) de cloruro de sodio con Tween 80 al 0.1%. Se calenté la
mezcla a 100 € con agitacién y se dejd la solucién enfriar
lentamente, se mantuvo con movimiente, asi el triptofano puede
ser separado como una suspension microcristalina. Se inyecté a
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una dosis de 750 mg/Kg de peso corporal, intraperitonealmente con
una ahuja hipodermica del numero 16.

La dexametasona se administrd a una dosis de 100 mg/Kg de pesc
corporal, también intraperitonealmente.

A las 17 horas se anesteciaron 4 ratas (machos) de 200 g con
eter. A una se le inyectd solo triptofano a otra sélo
dexametasona, a la tercera se le inyectd triptofano mas
dexametasona, y la ultima se mantuveo sin induccién (control). Se
repitieron las inducciones a las 8 horas del siguiente dia y se
sacrificaron las ratas tres horas después,

Se perfundiercon los higados con solucidén salina 0.9%, se
transfirieron cada uno a un vaso de precipitado y se cortaron con
tijeras en piezas pequerias y después se homogenizaron en cuatro
volumenes de buffer de TDO (buffer de potasio 20 mM, pH= =7.0; 2.5
mM de triptofano; 1.36 mg de methemoqlobina por cada 10 ml de
buffer) en un homogenizador con pistén de teflén. Se llevaron las
muestras a una concentracidn de proteinas de 0.3 a 1.5 mg/ml para
poder medir la actividad de TDO.

8) INDUCCION DE TAT IN VIVO

A las 17 horas se anestesiaron 2 ratas macho de 200 g con
éter. A una se le inyecté intraperitonealmente dexametasona a una
dosis de 100 mg/Kg de peso corporal y la otra se mantuvo sin
induceidén (control). Se repitic la operacion a las 20 horas del
siguiente dia y se sacrificaron las ratas tres horas después.

Se perfundieron los higados con solucién salina 0.9%, se
trasfirieron cada uno a un vaso de precipitado y se cortaron en
piezas pequefias con tijeras, después se homogenizaron en cuatro
volumenes de buffer TAT (buffer fosfato 50 mM, a=-cetoglutarato 2
nM, 0.2 mM de fosfato de piridoxal; EDTA 1 mM, pH= 7.0) en un
homogenizador con piston de tefldn. Se llevaron las muestras a
una concentracién de proteinas de 0.3 a 1.5 mg/ml para medir la
actividad de TAT.

9) ENSAYO PARA LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE TDO (Hetzler at
al, 1982},

Este ensayo se basa en la formacién de un compuesto, derivado
azo de la kinurenina, que desarrolla un color lila gue puede ser
facilmente medido en el espectrofotémetro.

Se incubaron 500 ul de cada muestra en bafic Maria a 37 C con
agitacidn. Después de 40 y 80 minutos fueron transferidos a tubos
Eppendeoft que contenian 300 ul de la mezcla de etanol/ acido
perclérico 70%/ agua destilada (1/1/1) para completar la reaccién
de la TDO y para la hidrdélisis de HN- formllklnurenxpa a
kinurenina. Se mantuvieron estos tubps 15 minutos mas a 37 C.
Después fueron transferides a -12 C (agua/sal/hiels) por 5
minutos, se les agregaron 50 ul de una solucién fria de nitrjto
de sodio al 5%, fueron incubados 15 minutos a -12 C.
Subsecuentemente se agregaron 100 ul de sulfato de amonio al 10%



¥ se incubaron por otros 15 minutes a -12"¢. Las muestras se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos y alicuotas de 550
ul del sobrenadante fuercn entonces mezclados con 100 ul de una
solucién de dicloro de HN-naptilenediamonio al 1.7%. Se
mantuvieron a temperatura ambiente por dos horas o una noche a
4 C en la obscuridad. E1 derivado azo de la kinurenina fue medido
a 560 nm,

10) ENBAYOS PARA LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE TAT
{Diamondstone et al, 1386).

Este ensayo se basa en la conversion de
parahidroxifenilpiruvato en parahidroxibenzaldehido en presencia
de KOH.

Se llevaron todas las muestras a un volumen de 200 ul con
amortiguador TAT (buffer de fosfato 50 mM pH=7.6; EDTA 1 nM;
albumina 0.5 %).

Se prepard en el momento la siguiente mezcla: (para 20 tubos)
10 ml de la solucién de tirosina (1.25 ¢g/500ml pH= 7.6) mas 5 ml
de KH,PO, (pH= 4.5 125 mM), 300 wul de a-cetoglutarateo (0.5 M en
buffer de fosfatos 50 mM pH= 7.6) ¥y 30 ul de S5-fosfato de
piridoxal (0.05 M de buffer de fosfatos 50 mM pH= 7.6).

Se incubaron las muestras y la mezcla a 37 ¢ en bafio Maria,
Se agregaron a tiempo precisc 700 ul de la mezcla a cada uno. Se
terminé la reaccidn a3 los 15 minutos con 100 ul de KOH 10 N,

Se incubaron 30 minutos a 37 C. Finalmente se leyeron a 331 nm
y se compararop con el blanco (200 ul de amortiguador TAT).

11) CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL HETODO DE LOWRY (Lowry
et al 1951).

En el método de Lowry, la muestra es tratada con un reactivo
alcalino con iones ciprico, fosfotungstato y jones
fosfomolibdato. Se basa en la reaccion de los péptidos con el
cobre alcalino y la reaccion del reactivo fosfomeplibdato-
fosfotugstato por la proteina tratada con cobre. La absorcidn
luminosa resultante es propeorcional aproximadamente al contenido
de peptidos en la muestra,

Se prepard la siguiente mezcla en 2l orden mostrado. Un
volumen de tartrado de sodio (2% v/v en agua) mds un volumen de
CUS0,.3H,0 (1%) y 100 volumenes de carbonato de sodio anhidro (2%
en NaOH 3.1N).

Se llevaren las muestras a 200 ul con agua destilada. Se
afadid 1 ul de la mezcla de reactivo de follin y se esperaron 10
minutos. Se agregaron a cada muestra 100 ul de Follin diluide
(50% en agua). Se esperaron 30 minutos y se leyeron a 700 nm
contra cl blanco. Se construy¢ una curva con albumina sérica
bovina de 0 a 50 mg. Con minimos cuadrados se obtuve la
concentracién de proteina de las muestras a partir de la D.O. y
la curva patrén de albumina,



IV RESULTADOS.
4.1 CULTIVO DE HEPATOCITOS.
4.1.1 Caractetristicas morfoldgicas.

Las células fueron observadas al microscopio dptico durante
todo el experimento. La integridad de la membrana celular fue
analizada mediante la prueba de exclusién con azul de tripan.

Durante el cultivo las células perdieron su apariencia redonda
como de recien aisladas (figura I.1 A), y adquirieron 1la
morfologia propia de los hepatocitos. Las membranas se
expandieron, en la figura I.l B pueden observarse gue las celulas
se unieron y formaron una monocapa.

Pudimos constatar mediante la prueba de exclusién con azul de
tripan que cudlguier deterioro celular inicial se amplificaba
grandemente durante el cultivo. Unicamente sc formd la monocapa
cuando la exclusién de la tincion fue superior al 95%, en cuyo
caso, la viabilidad célular sc mantuvo constante todo el tiempo
que duraron los ewperimentos.

4.1.2.Caracteristicas metabdlicas.

Para comprobar que las actividades enzimiaticas en los
hepatocitos en cultivo representan a las mediciones in vivo, se
compararon las actividades de las enzimas tirosina
aminotransferasa y triptofano dioxigenasa bajo diferentes
condiciones experimentales.

En la tabla y figura I.2 puede observarse que en el higado
del animal in vivo la tripofano dioxigenasa es inducida tanto por
triptofano como por dexametasona, fueron aditivos los efectos de
ambos agentes. En células en cultive los efectos de los
inductores fueron muy similares en 1a actividad enzimatica. Cabe
mencionar sin embargo, que en las células en cultive no fue
posible medir la actividad enzimatica en ausencia de triptdfano.
Esto ha sido reportado previamente.

La tabla y figura I.3 muestran los resultados comparativos de
la actividad de la TAT in vive e in vitro. Como puede observarse
tanto en higado del animal in vivo como en cultivo de hepatocitos
la tirosina aminotransferasa es inducida por dexametasona.
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rigura 1.1 Hepatocitos de rata, obtenidos por

perfusién in situ con colagenasa Y cultivados
(h: por 2 horas y B: por 20 horas) como se describe
en la seccién de metodo. Vistas al microscopio

optico 100 XK.



Actividaa
. Bspecifica TDO.
-{mUl/mg)

 Ac€§vid§d'3A

- muym1y tog/myy

“B.TER cultive:

Srrp i 0TIATE
_Trp+DXM(a) 0.35 &
Trp+DXM (b}  0.50 =

Tabla I.2 Actividad especifica de la enzima TDO en higado de
rata ipn yivo 6 en cultivo de hepatocitos, bajo diferentes
condiciones experimentales.

In vivoe: control ; Trp (con 750 mg de triptefano/Kg de peso };
DXM (con 10mg de dexametasona/Kg de peseo): Trp + DXM (con ambos a
las concentraciones antes seraladas). Se administraron por via
intraperitoneal en dos dosis {17 horas y a las 8 horas del dia
siguiente) tres horas despues de la sequnda dosis las ratas
fueron sacrificadas y el higado fue homogenizado y analizado. Se
midieron la actividad de TDO y las proteinas. Cada determinacion
se realizo por triplicado , se presenta el promedio y 1la
desviacidn estandar.

En cultivo de hepatocitos: Trp (con 2.5 mM de triptofano):

Trp + DXM (con 2.5 mM de triptofane y 107 M (a) & 1072 ¥ (b) de
dexametasona. Las células se recolectaron 12 horas después de la
induccion, se lisaron y se obtuvo el citosol por centrifugacién.
Se midieron 1la actividad de TDO y las proteinas. cCada
determinacién se realizo por triplic o, se presenta el promedio
¥ su desviacién estandar.
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Figura I.2 Actividad especifica de la enzima TDO en higado de
rata in vivo ¢ en cultiveo de hepatocitos, bajo diferentes
condiciones experimentales.

In vivo (a): (1)} (sin induccién); (2) (con 750 mg de
triptofano/Kg de peso }; 3 (con 10mg de dexametasona/Kg de peso);
4 ({con ambos a las concentraclones antes sefaladas). Se
administraron por via intraperitoneal en dos dosis (17 horas y a
las 8 horas del dia siquiente) tres horas despues de la segunda
dosis las ratas fueron sacrificadas y el higado fue homogenizado
y analizado. Se midieron la actividad de TPO y las proteinas.

En cultivo de hepatocitos(b): (2) (con 2.5 mM de triptofano);
(4) (con 2.5 mwM de triptofano y 107% M (4) o 1073 M (4)) de
dexametasona. Las células se recolectaron 12 horas después de la
induccidn, se lisaron y se obtuve el citosol por centrifugacion.
Se midieron la actividad de TDO y las proteinas.
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Actividad' TAT 7 " Proteinas - Actividad especifica

“(muyml) 0 (mg/ml) . TAT (mU/mg)
’A,-In'm . : '
V ‘control -_ 0.58 i,
,bﬁhr: B  ‘1L§s-i'

“B. En”eultivo:
“Control . 0.23 £ 0.05 2.28 £ 0,12 0,10 % 0.02

DXM " 1,98 % 0.09 2.04 £ 0.10 0.98 & 0.01

Tabla I.3 Induccién de la TAT por dexametasona en higado de rata
6 en cultivo de hepatocitos.

In vivo(A): Control y DXM (con 10 mg de dexametasona/Kg de
peso), se administraron intraperitonealmente dos dosis (a las 17
y 8 horas del dia siguiente), las ratas fuercon sacrificadas tres
horas después de la segunda dosis, el higado fue homogenizado. Se
midieron la actividad de TAT y las proteinas.

Se presenta el promedio de tres determinacicnes y la desviacidn
estandar.

En cultivo(B}: Control y DXM (con 1078 M ade dexametasona),
las células fueron recolectadas 12 horas después de la induccién,
se lisaron y se obtuvo el citosol por centrifugacién. Se midieron
la actividad de TAT y las proteinas,

Se presenta el promedio de tres determinaciones y su desviacion
estandar.
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Figura I.3 Induccidén de la TAT por dexametasona en higado de rata
_in vive o en cultivo de hepatocitos.

In vivo (a): (1) Control y (2) DXM (con 10 mg de dexametasona/
Kg de peso), se administraron intraperitonealmente dos desis

{(a las 17 y 8 horas del dia sigquiente), las ratas fueron
sacrificadas tres horas después de la segunda dosis, el higado fue
homogenizado. Se midieron la actividad de TAT y las proteinas.

En ocultive (B): (1) Control y (2) DXM (con 107 M de
dexametasona), las células fueron recolectadas 12 horas después
de la induccion, se lisaron y se obtuve el citosol por
centrifugacidén. Se midieron la actividad de TAT vy las proteinas.
Se representa la desviacién estandar y el promedic. Todas tas
determinaciones se realizaron por triplicado.
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4.2 INDUCCION DE LA TAT POR DEXAMETASONA.
4.2.1 cinética de induccidn.

La tabla y figura II.1l muestran la cinética de induccién de la
TAT por el efecto a la dexametascna. Como puede observarse el
nivel basal se mantuvo constante lo que indica el buen estado
metabdlico de las células. En #=uanto a la induccién de la
actividad enzimatica, esta siguio un comportamiento sigmeoidal,
como se esperaria. E1 periddo latente fue de dos horas y la
actividad maxima Iue & laxr 12 horas y Se mantuvo constante hasta
24 horas.

4.2.2 Ccurva-dosis respuesta.

La tabla y figura II.2 muestran que la actividad de la enzima
alcanzdé su mdximo de induccién a una concentracion de 1 uM de
dexametasona.

Para los estudios de antiinduccion se tomd la concentracion de
0.1 uM de dexametasona dado que con estd concentracién se
alcanzo un 70% de induccidén de la enzima y el efecto competitivo
de los andlogos pudo observarse mds claramente.

56



roteinaéf“ - Actividad especifica
TAT {nU/mg)

0.19°

i 0.08 * 0.02

0,04 0.10 + 0,01

+:0.02 0.35 * 0.07

+ 0,16 0.56 + 0,01

i +70.22 0.66 + G.04

. +0.08% 0.75 = 0,02

E + 0.07 0.99 £ 0.03

SR T BN x + 0,16 0.99 ¥ 0.07
R4 t + 0,02 0.82 £ 0,03
12N * .+ .0,05 0.09 + 0.02

* + 0.36 0.08 £ 0.01

24N

Tabla II.1 Induccién de TAT con dexametasona, en cultivo de
hepatocitos de rata. Después de 20 horas de incubacion se agregé

al medio de cultivo dexametasona a una concentracicén de 10°° M y

se recolectaron las células en los tiempos indicados, se lisaron

y se obtuvo el citosol por centrifuacién. Se midieron 1la

actividad de TA y las proteinas. Se mantuvieron muestras sin

induccidn a las 12 y 24 horas (12 N y 24 N}. Se presenta el

promedio y desviacion estandar . Cada determinacién se reaizo por

triplicado.
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Figura II.1 cCinética de Induccién de la TAT por efecto de la
dexametasona, en cultivo de hepatocitos de rata. Daspuéds de 20
horas de incubacién se agregd al medio de cultivo dexametasona a
una concentracidén de 107° M y se recolectaron las células en leos
tiempos indicados, se lisaron y se obtuvo el citosocl por
centrifugacién., Se midid la actividad especifica de TAT. Se
mantuvieron muestras sin induccién a las 12 horas ¥y 24 horas. Se
presenta el promedio de tres determinacicnes y su desviacion
estandar.



Dexametasona Actividad TAT Proteinas Actividad especifica

(M) (mU/nl) (mg/ml} (mU/mg)

[+] : 0.23 # 0.01 2,40 = 0.12 0.09 * 0.006
5% 1070 . 0,30 + 0.01 2.24  0.12 0.14 t 0.01
1 %1079 ... 0.29 + 0.00 2.26 + 0,07 0.13 * 0.006
5 x 1072 0.34 £ 0.03 2.24 & 0,06 0.15 % 0.01
1x 1078 0.44 + 0.02 2.26 + 0.09 0.20 t 0.01
5 x 1078 1.14 £ 0.02 2.36 * 0.00 0.48 0,01
1 x'1o:; . 1.52 % 0.14 2.12 % 0,03 0.71  0.06
5 x.10 L 1.71 % 0.30 2.14 % 0.11 0.80 + 0.08
1x IO~6 2.07 * 0.10 2.14 + 0.09 0.97 £ 0.08
5 x"10'6' 2.07 £ 0.10 2.05 t 0,06 1.01 £ 0.07
1x 1073 2.07 & 0.10 2.19 * 0.03 0.95 & 0.07

Tabla II.2 induccidén de TAT con dexametasona a diferentes
concentraciones en cultivo de hepatocitos de rata. Después de 20
horas de incubacién se agregé al medio de cultivo la dexameasona
a diferentes concentraciones y se recolectaron las ceélulas 12
horas después. se lisaron y se obtuvoe el citosol por
centrifugacion. Se midieron la actividad de TAT y las proteinas.
Se presenta el promedio de tres determinaciones y su desviacién
estandar.
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Figura IXI.2 Curva dosis-respuesta de la TAT por efecto de 1la
dexametasona en cultivo de hepatocitos de rata, Después de 20
horas de incubacidn se agregd al medio de cultivo la dexametasona
a diferentes concentraciones y se recolectaron las células 12
horas después. Se lisaron y se obtuvo el citosol por
centrifugacion. Se midio la actividad especifica de TAT. Cada
determinacion se hizo por triplicado, se presenta el promedio y
su desviacidn estandar.



4.3 INHIBICION DE LA INDUCCION DE LA TAT.

Se estudio el efecto de dos antagonistas sintetizados por los
laboratorios Rousel-Uclaf (RU38486 y RU5020). El RU5020 o
promegestona es un andlogo de la progesterona gue compite por los
sitios del receptor citoplasmiatico de glucocorticoldes e inhibe
su accién. En nuestro sistema de estudio el RU5020 inicid su
inhibicién a la induccidon de la TAT con dexametasona en una
concentracidn de 100 uM. El RU38486 fue mas potente a razon de 10
veces (figura y tabla III.1). }
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RU5020 Actividad TAT Proteinas Actividad espedifica TAT
My (mU/ml) . (mg/ml) (mo/mg)

0.30 “1.90

2

FapPruPr oo

3 1.7 + 0.46  0.90 % 0.05
% 10°7772,07 + 0.86 " " 2.40 % 0.69 0.89 * 0.08
‘¥ 1077 .1.50 % 0.01° - 1.88 £.0.06 0.85 + 0.02
X 1075-91,47 +.0.42 U178 £°0.31 0.84 * 0.05
¥ 1076+1,91-2.0,06- . ' 2.23 % 0,04 0.86 + 0.01
%01075:.2,53 10,47 3.50 ¢ 0.43 0.72 * 0.04
x 10737 0.65 % 0.17 201 + 0.60 0.31 * 0.06
X104 70,37 % 0.06 1.65 % 0,47 0.23 * 0.04

Tabla III.1 Inhibicidén por RU5020 de la induccidén de la TAT con
dexametasona. Después de 20 horas de_incubacidn se agregaron al
medio de cultivo, dexametasona (5x1o‘7 M} y el antiinductor RU5020
a diferentes concentraciones. Las células se recolectaron 12
horas después, se lisaron y se obtuvo el citosol por
centrifugacion. Se midieron la actividad de la enzima y las
proteinas. Cada determincion se realizé por triplicado, se
presenta el promedio y su desviaciodn estandar.
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Figura XII.1i Inhibicién por RU5020 de la induccidn de la TAT con
dexametasona., Después de 20 horas de_incubacidén se agregaron al
medio de cultivo, dexametasona (5)(10'7 M) y el antiinductor RU5020
a diferentes concentraciones. Las células se recolectaron 12
horas después, se lisaron y se obtuvo el c¢itosol por
centrifugacién. Se midio la actividad especifica de la enzima.
Cada determinacion se realizé por triplicado, se presenta el
promedio y su desviacion estandar.
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Mé;i;idadréspecitica TAT

L inU/mg)

+70745 0,90 * 0.06

X 107007 : : * 0.10 0.81 & 0.04
%.31027.72,047% 0:12 -~ 2,45 %0516  0.83 * 0.0S
%¥107571.76770711 7 2.36°% 0.13 0.74 £ 0.02
% 1078 1,10 % 0.20 2.23 * 0.19 0.50 % 0.06
%1073 0.60 + 0.06 . 2.09 * 0.13  0.29 * 0.04
x 1075 0.23 & 0.03 1,00 + 0.19 0.24 * 0,01
% 1074 0.35 * 0.05 1.99 £ 0.18  0.17 £ 0.01

Tabla III.2. Inhibicidn por RU38486 de la induccién de la TAT con
dexametasona, Después de 20 horas de_incubacion se agqregaron al
medio de cultivo, dexametasona (5x1o‘7 M} ¥ el antiinductor RU3B486
a diferentes concentraciones. Las células se recolectaron 12
horas después, se lisaron y se obtuvo el citosol por
centrifugacidn, Se midié la actividad especifica de TAT. Cada
determinacién se realizd por triplicado, se presenta el promedio

y su desviacion estandar.
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Figura III.2 Ipnhibicién por RU38486 de la induccién de la TAT con
dexametasona. Después de 20 horas de_incubacidén se agregaron al
medio de cultivo, dexametasona (5x1o'7 M) y el antiinductor RU38486
a diferentes concentraciones. Las células se recolectaron 12
horas después, se lisaron y se obtuvo el citesol por
centrifugacién. Se midieron la actividad de la enzima y las
proteinas. Cada determinacién se realizé por triplicado, se
presenta el promedio y su desviacién estdndar.



DIBCUBION.

Durante muchos anos, el cultivo de ceélulas se dificultd . Las
modificaciones hechas en los métodos de cultivo han permitido
mantener y hacer crecer muchos tipes célulares especializados en
cultivo, Y con ello se ha anmpliado también la utilidad del
cultivo célular como método para observar el comportamiento
célular,

El cuerpo humano es un organismo compuesto de partes altamente
diferenciadas, cuya actividad e incluso su supervivencia dependen
del funcionamiento de distintos dérganos, tejidos y células.
Muchos de esos o6rganos han de poder modificar sus funciones y
han de ser capaces de compensar alteracicnes fisiolégicas y las
producidas por enfermedad. Por consiguiente no corresponde
perfectamente a la realidad el aislar un drgano o célula y hablar
de su bioleogia si se quiere estudiar el organismo como un todo.

Si bien la técnica de cultivo de células permite estudiar el
comportamiento célular de forma controlada y separar los efectos
debidos a las propiedades intrinsecas de las células de los
efectos que se producen a causa de las interacciones entre los
distintos tipos de células presentes en el organismo. Se puede
establecer-el entorne de la célula, definir muy bien la célula
blanco y examinar los cambios que se producen en la célula
después del tratamiento.

El higado es en esencia una gran fabrica en la que los
productos se combustionan, se alteran, se descomponen, se
sintetizan o se excretan, desempefian un papel de modificador de
muchos sistemas, es uno de los érganos mas versatiles, y las
células parenquimatosas hepaticas (hepatocitos) poseen funciones
especializadas asociadas a una estructura compleja y ordenada.
como es la heterogeneidad zonal.

Asi estas células son un sistema deseable como método de
estudio, en una forma gque permita conservar lo mas posible sus
caracteristicas diferenciadas Yy al mismo tiempo poder mantener
el medio externo constante y asi poder apreciar los efectos de
las variables introducidas. En el cultivo de hepatocitos en
monocapa las células no mantienen la heterogeneidad zonal ya due
éstas tienen un medio de cultivo optimo y constante pero hay
numerosos estudios donde se comprueba due conservan sus
caracteristicas de células diferenciadas por un buen tiempo y 1la
duracién de eéste se puede ampliar con la adicisdn de ciertas
hormonas en caso de que sea necesario mantenerlos por mas de una
semana.

En este trabajo se establecic el cultivo de hepatocites en
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monocapa y Se comprobd que es un buen sistema de trabajo para el
estudio de inducciones hormonales. A diferencia de las células
recién alsladas los hepatocitos en cultivo primario se mantienen
viables por varios dias, lo que nos permite trabajar con tiempos
relativamente largos, necesarios para detectar cambios producidos
por hormonas. Estas células retienen un gran nimero de funciones,
Y presentan la gran ventaja de ser un buen sistema simplificado
gue permite eliminar el gran numerc de variables que se tienen in
vivo, ademas de poder manejar muchas repeticiones con un solo
animal.

Se obtuvé el cultivo de hepatocitos de rata en buen estado.
Cuando las células cultivadas fueron observadas en el microscopio
de luz, mostraron caracteristicas gque nos permitieron comprobarloe
COMO : presencia de pocas vacuolas, forma redondeada, se
encontraron celulas mononucleadas y binucleadas, y muy pocas se
tifneron con azul de tripan. Dos horas después de sembrarlas la
mayoria se adhirieron al fondo de las cajas petri cubiertas con
colagena de rata y formaron una monocapa, esto es graclas a la
secrecion de proteinas adhesivas tales como la laminina,
fibronectina y el colageno.

Después de aproximadamente diecinueve horas de haber sembrado
las células, para gue se recupararan del dado sufrido durante su
aislamiento con la digestidn con la coladensa, se midié la
actividad de las enzimas hepaticas: ¢triptofano dioxigenasa y
tirosina aminotransferasa, enzimas que intervienen en el
metabolismo del triptofane y la tirosina respectivamente. Estas
dos enzimas son inducidas por glucocorticoides a nivel
trahscripcional. El glucocorticoide después de penetrar a 1la
célula se une a un receptor citoplasmitico , sufre un proceso de
activacion y es translocado al nicleo donde se une al ADN &
secuencias especificas (ERG) y provoca un aumenté de 1le
transcripcion del gen.

Asi, se indujeron la TDO y la TAT en el cultivo de hepatocitos
con dexametasona gnw glucocorticoide sintético) a une
concentracion de 107° M y se compararon con las inducciones
hechas in yive con dexametasona a 100 mg/kg de peso corporal. Se
encontrd que tanto la TDO como la TAT fueron inducidas po:
dexametasona in vivo e jin vitro (Figura I.2 y 1.3). El nivel d¢
TDO en presencia de triptofano a una concentracién de 2.5 mM i
vitro y 750 mg/Kg de peso corporal in vivo, fue muy parecido. As:
como también cuando la dexametasona (10°° M in vitro ¢ 10 mg/Kg,
in vivo) mas triptofano estuvieron presentes, donde hubo um
induccidén aproximada de tres veces en los dos casos. En cultiwve
no pudo ser medida la actividad de TDO en ausencia de triptdfano,
in vivo =i posiblemente por los niveles endogenos existentes. Poi
otra parte, cuando se hizo la induccidén ip vivo se muestra céme
la induccidén de la enzima con triptofano y dexametasona e:
aditiva.

Para la TAT el nivel basal in vive fue mayor que en cultiw

tal vez por influencias in vive, por ejemplo el “stress" sufrid
por el animal al ser sacrificado e in Vvitre no existen esta:
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monocapa y se conmprobd gue es un buen sistema de trabajo para el
estudio de inducciones hormonales. A diferencia de las células
recién aisladas los hepatocitos en cultive primario se mantienen
viables por varios dias, lo que nos permite trabajar con tiempos
relativamente largos, necesarios para detectar cambios producidos
por hormonas. Estas células retienen un gran numero de funciones,
y presentan la gran ventaja de ser un buen sistema simplificado
que permite eliminar el gran numero de variables que se tienen in
vivo, ademds de poder manejar muchas repeticiocnes con un sole
animal.

Se obtuvé el cultivo de hepatocitos de rata en buen estado.
cuando las células cultivadas fueron observadas en el microscopio
de luz, mostraron caracteristicas que nos permitieron comprobarle
como: presencia de pocas vacuolas, forma redondeada, se
encontraron células mononucleadas y binucleadas, y muy pocas se
tifieron con azul de tripan. Dos horas después de sembrarlas la
mayoria se adhirieron al fondo de las cajas petri cublertas con
coldgena de rata y formaron una monocapa, esto es gracias a la
secrecion de proteinas adhesivas tales como la laminina,
fibronectina y el colageno.

Despueés de aproximadamente diecinueve horas de haber sembrado
las células, para gque se recupararan del dafo sufrido durante su
aislamiento con la digestidén con la colagensa, se nidid 1la
actividad de 1las enzimas hepaticas: triptofano dioxigenasa vy
tirosina aminotransferasa, enzimas que intervienen en el
metabolismo del triptofano y la tirosina respectivamente. Estas
dos enzimas son inducidas por dglucocorticoides a nivel
transcripcional. El glucocorticoide después de penetrar a la
célula se une a un receptor citoplasmatico , sufre un proceso de
activacion y es translocado al micleo donde se une al ADN =z
secuencias especificas (ERG) y provoca un aumentd de 1z
transcripcidn del gen.

Asi, se indujeron la TDO y la TAT en el cultivo de hepatocitos
con dexametasona un  glucocorticoide sintético) a ung
concentracién de 107" M y se compararon con las inducciones
hechas in vivo con dexametasona a 100 mg/kg de peso corporal. Se
encontro que tanto la TDO como la TAT fueron inducidas por
dexametasona in vivo e in yitrg (Figura I.2 y I.3}). El nivel de
TDO en presencia de triptofanc a una concentracidn de 2.5 mM iz
vitro y 750 mg/Kg de peso corporal in vivo, fue muy parecido. As:
como también cuando la dexametasona (10°° M in vitro & 10 mg/Kg,
in wvivo) mas triptofano estuvieron presentes, donde hubo uni
induccidn aproximada de tres veces en los dos casos. En cultiwt
no pudo ser medida la actividad de TDO en ausencia de triptéfano,
ip vivo si posiblemente por los niveles endogenos existentes. Fol
otra parte, cuando se hizo la induccién ipn Vivo se muestra com
la induccién de la enzima con triptofano y dexametasona e:
aditiva.

Para la TAT el nivel basal in vive fue mayor que en cultiv
tal vez por influencias in vivo, por ejemplo el “"stress" sufrid
por el animal al ser sacrificado e in vitro no existen esta:



influencias,

51 bien la TDO y la TAT son inducidas por dexametasona, lo
son en magnitud diferente, in vivo para la TDO aumentd 3 veces y
la TAT 3.6 veces. Esto estd de acuerdoe con los resultados
obtenidos por Voigt y Sekeris (1978), con experimentos in vivo,
con ratas machos, gue muestran una diferencia en la induccién de
la TDO y la TAT con hidrocortisona.

En cultivo para una concentracidn de 1076 M de dexametasona,
la diferencia entre la induccidon de las dos enzimas fue mayor, la
induccién para la TDO fue de 3 veces aproximadamente y de 11 para
la TAT, esto nos indica una clara diferencia en la induccién de
las dos enzimas por el glucocorticoide sintético, que se hace mds
evidante sin las diversas influencias presentes en el organismo
in vivo.

El gue se indujeran las dos enzimas hepadticas con dexametasona
tanto in vivo como in vitro, nos da una prueba de la integridad
enzimidtica de las células en cultivo, después de cierto tiempo de
incubacidén, en el cual se recuperan de los dafos sufridos durante
su aislamiento y la siembra.

En el cultivo Se indujo con dexametasona la TAT a wuna
concentracién de 10”°M y se midié la actividad de diferentes
tiempos para obtener la cinética de induccidn (Figura II.1l). Se
obtuve una induccién mayor a las doce horas, aproximadamente 12
veces mayor gue la basal. La méxima fue de 0.99 nU y la basal de
0.08 mU; .y el tiempo medio de la induccion maxima fue a 1las
cuatro horas con un resultado de 0,45 mU/mg de proteina.

Al probar diferentes dosis de dexametasona a las doce horas
(Figura I1.2), se encon éro que hubg una induccion maxima a una
congentracién entre 107°M y 5 %X 107°M sin haber efecto toxico a

M, ya que no hubo muerte celular con esa concentracidén de
dexame asona. La concentracion media maxima fue aproximadamente
de 107°M con 0.48 mU/mg de proteina.

Con la concentracidn subdptima de 5 X 10" u Yy tiempo maximo de
la induccidén de TAT con dexametasona, se probdé la inhibicidn de
los antagonistas sintéticos RU38486 y RU5020 (Figura III.1 ¥y
I111.2). La inhibicién con RU38486 fue la mas potente, se inhibio
aproximadamente 5 veces la actividad de la TAT de 0.90 mU/mg de
proteina a 0.17 mU/mg de proteina a una concentracion de RUJIB486
de 10-4M y la inhibicidn media maxima fue aproximadamente de 0.36
mU/mg de proggina con
RU384B86 a 10 “M

Para la RU5020, la inhibicidn fue cerca de cuatreo veces, de
0.90 mU a 0.23 mU/mg de_ proteina y la inhibicion de
antiglucocorticoides de 5 % 10

Esto esta en concordancia con la informacién bibliografica ya
que el RU3B486 parece ser el mas potente antiglucocorticoide
conocido hoy dia in vitro e in vivo, sin exhibir cualquier afecto




agonista. La actividad del RU38486 ha sido observada en varios
sistemas (Jung—Testas y Baulieu, 1983). A sido probada en hlgado
de rata in vive su actividad antlglucocort1c01de en la induccioén
de TAT por dexametasona (Moguilewsky y Philibert, 1984).

Estos dos antagonistas compiten con la dexametasona por el
receptor citoplasmatico. El potente efecto atagonista del RU38486
estid relacionado con una fuerte interaccién con el receptor
citosélico del glucocorticoide ya gue su realativa afinidad de
unién es cerca de 3 veces mas alta de la gque presenta la
dexametasona. ademds no se une a CBG y su vida media (20 horas)
es mas larga que la de otros esteroides la cual es de minutos
(progestercna) o de 3 a 5 horas para la dexametasona (Kawai y
col, 1987). Si hien su constante de disociacién es acelerada en
condiciones de activacién, este intervalo siempre es mas lento
que el de la dexametasona o corticosterona. Su decremento en la
translocacién nuclear ha sido observada en la linea celular T-
linfoide y en timo. También se ha visto que su afinidad a
columnas ADN-celulosa es mds baja que la del complejo receptor-
agonista, este comportamiento sugiere una diferencia a nivel
molecular (Jung-Testas y Baulieu, 1983) posiblemente de una
activacién incompleta o ausente. Asi el RU38486 interactud
fuertemente con el receptor de glucocorticoide, y forma un
complejo no activo e impide 1la unidén de los agonistas al
receptor. Ahora cuando el complejo es sometido a condiciones de
activacion se vuelve menos estable y es incapaz de translocarse
al nucleo y unirse al ADN, produce asi una inhibicién de 1la
respuesta glucocorticoidea. Cabe mencionar gque existe
reversibilidad en el efecto antiglucocorticeide del RU38486.

Si bien otros compuestos (6-b-bromoprogesterona, cortisel 21
mesilate, 1,9-ll-deoxicortisol, ete.) muestran actividad
antagonista en modelos celulares in vitro desafortunadamente la
mayoria de ellos seon poco efectivos, parcialmente antagonistas o
s6lo son efectivos en pruebas especificas y/o a muy altas dosis
(Philibert, 1984)}. Una de las causas de esta imperfeccién es
atribuida al metabolismo de 1los antiglucocorticoides a formas
inactivas in vivo. Si bien se ha visto que hay compuestos c¢omo la
cortexolona que antagoniza en higado de rata, el depésito de
glucdgeno inducido por dexametasona, pero tienen efecto sobre la
induceién de la TAT y sdélo una parcial inhibicién para la TDO
(Naylor y Rasen, 1982) es decir gque intervienen posiblemente
otros factores.



CONCLUBIONES.

-Se realizé el cultive de hepatocitos de rata en monccapa con
caracteristicas morfolégicas y con la comparacién de la actividad
de la TDO y la TAT in vivo se confirmé el buen estado del
cultivo,.

-Se opbtuvo la induccién maxima de la TAT a una concentracldén de
107°M de deaxmetasona a las 12 horas.

~Los antagonistas sintéticos RU38486 y RUS020 inhibieron esta
induccién siendo mas potentes el RU3B486.

-Por lo tanto concluimos gque el cultivo de hepatocitos de rata en
monocapa es un sistema adecuado y simple para el estudioc de la
induccién e inhibicién de enzimas.

~Que la TAT es una enzima inducible por glucocorticoides de una
manera dependiente de la concentracién y el tiempo y que esta
induccién puede ser inhibida por los antagonistas sintéticos
RU38486 y RUS020.
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APENDICE I

-Dexamatasona (l6a-methyl-9a- fluoruro 1, 4—pregnadlene-v
118,17a, 21-tr101 3,20~ d10ne)) .

~Prednisolona (4, pregnene-11B,17a, 21—tr101 3= 20—dlone)

-RU38486 {17B~hidroxy-118, 4—d1methylam1nopheny1-

17a-propynyl estra.4,9, _dienefk—onel'

-Cortisel 21 mesilate (4-pregnene~11-8,-17a,21-triocl=-3,20-
dione-21- methanewsulfonate)

—1,9(1L)—11 deoxicortisol (17, 21-d1hydroxy,1 4,9, (ll)—pregna
triene-3,20-

~-Cortexolona . {11-deoxicortisol, 17,21, 'dihydroxy-d-
: . pregnene-3,20-dione))

-K=-7 {1-5-isoquinolinesulfonil-2-metil=-
piperazina hidrocloruro}

-RU5020 (17a,21-dimethyl-19-nor-pregna-4,
9-dien-3,20-dione).



'APENDICE II.

Abreviaturas usadas.

~TAT
-TD0
-tej
-CBG
~ARN
-ADN
~ACTH
-CRF
-VA80
-CCK
-dxnm
~hspm 90
~CRG
~PLP
—MMT
-ASTP
~-N
~ERG
~HMTV
-TR
~H8V
~hMT
-H8v
-X
~TFIIIZ
-FNI
-hGH
~AMP
-ATP
~ADN
-NADPH
-ARN

Tirosina Aminotransferasa.

Triptofano Dioxigenasa.

Tejido.

Glubulina que une corticosteroides.

Acido ribonucleico.

Acido desoxiribonucleico.

Hormona adrenocorticotropina.

Factor liberador de corticotropina.
Vasoprsina arginina.

Colestocinina.

Dexametasona.

Proteina de 90 KDa que se activa con shock de calor.
Complejo glucocorticoide-receptor.

Fosfato de piridoxal

Inhibidor macromolecular de la translocagidn.
Promotor de la translocacién estimulado por ATP/
Nucledtido.

Elementos que responden a glucocorticoides.
Virus de tumor mamario de ratén.

Timidina Cinasa.

Virus de herpes simple,

Metallothionein.

Virus sarcoma murino.

Amincdcidos.

Facteor de transcripcién de Xenopus

Factor Nuclear I.

Hormona de crecimiento.

Monofosfato de adenosina,

Trifosfato de adenosina

Acido desoxirribonucleico.
Fosfato-dinucleotido-nicotinamida-adenina reducido.
Acido ribonuclejco.
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