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INTRODUCCION

Bl estudio de ‘”e'xsrt:iimlﬁnte’s del v§isﬁemaf reticulo éh&o&e-—"
lial (5.R.E. ) es da gx:an interes, por la posibili.dad de em.ontrar
,agentes gue puedan ser utilizadoa en el tratamiento de J.nfeccio--
nes (1) o

Entre los estimulantes cénécﬁé@ aem',_s.n.r:‘ los mis :éf_i,_
caces son los e‘strzégaﬁm {2,3,4,5,6,7,8,) . Sin embargo no se les-.
‘ha usado coms es’i:‘lmulanteé da -la ac’tividéd‘ fagocitax:ia} por redgug
k ritrse dosia muy elevac’las que proﬁucen efectos estrégenicos que rg,.

sultan inconvenientes.

£l conocimiento de la relacidn que existe éntra_:ta g
tructura qﬁimi-\:a de los estrégencs y su accidn estimulante del —= ,
5.R.E.; podria eventualmente conducir a la 6htenc§i6n‘ da .élqdn ——
"estrégenc” queé solo sea capaz de estimular la fagocifosi‘s sin po

seer efectos est:og_éﬁicos.._ {9,10,11) .

En la presente tesis se han investigado algunos compueg
tos gue no habian sido estudiados anteriormente en relacién a su
actividad estimulante de la fagocitosis y se les ha comparado con

compuestos yva conocidos. (12)




MATERTAL ¥ METODO

vL‘asv téonisas am'pléadas para el ‘est{zaic_s del progeso fagg; '
eitario han side ‘numer;;_osras. (13, 14,15, 16,17). varias de ellas estan -
basadas en la velocidad de__‘désapariéisn de: paftfculas coloidales—
de 1a sangr':'ef debido a 1a actividad fagocitaria del sistema reti‘cg_
1o endoﬁeli'él (S.R.E:) Se han busado suspensiones -épldi’.daleg de ma, |
' -teriaiéé inertes, tales como carkdn (Biozzi v19'5,3;) , fosfato de cro,
" mo {Dobson y Jones 1951), ore cclo,idal’ (Vetter 1954) etc. (fl,a‘,lS,.
20). - t » ' _'
. Pai:a poder ﬁti.'liizax; ‘un'a -suspens.it?n doloidal en el es't,»u-‘--i
cjio de la actividsd £agoci.‘taria' del S.R.E. las particulas aebérén
sexr: _‘;thicas para las ::éiulfa’s; homogéneas en tamaffo, dispersarse
‘ficilmente én la sangre, no pasar a través de las paredes de capi -
1are§ ] ,gj.oméfml'os‘ y.!:‘ademié., sexr Faciles de cuantiiicar €n la sap.

gre a f£in de permitir una valoracién de la actividad fagocitaria.

. Biozzi y colaboradores {21) obtuvieron una preparacién-

de carbdn coloidal que es estable en el torrente “sanguinecv y que=
tiene un tamafic de particula alrededor de 250° A: AL inyectarse-
esta prepai:acién por wia intravenosa, las particulas de carbdn ==
son £a9oci!.iadas en un 90% por las células de Kupffer del higado,

cuya membrana las envuelve formando vacuolas gue contendrin el may
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terial fagocitado, y en un 10% por los nacréfagos del bazo.

En este estudio se usé una suspensién de carbén coloi~=.
dal sépe,i:anie a la gmpleada por Biéz;zi vy colaboradores, la cual -
£ué preparada a partir de 100 ml de una suspensidn coloidal No.-
€(11) 1431 (Giinther Wagner-Werke) Hannover-Alemanis; que & Cen--

trifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos con- el objeto de sepa~-~

rar las particulas grandes. Se tomaron por decantacidn 71 mloa -
los que se les agregd 29 ml de agua conteniendo 1 g de gel,a;tiﬁa -~
Difeo disuelto en ella. Se agitd dicha suspensidn hasta hbmcge-»'--
neizar. La gelatina :ue' .a,éicionada para estabilizar la suspen~== |
sién coloidal. ’ "

’ 'De la suspensidn asi obtenida, se tomd un ml y se :hizo-—-‘

. una @eterminacidn gravimétrica de sdlidos. Un ml contiene ‘aﬁrqx_;‘_.:_
midamente 130 mg/ml  de sSlidos, de lo; cuales 10 mg corresponden
a 1a gelafina y 120 mg al carbdn coloidal. EL pH dptimo deberfa~
ser de 7.35 4 7.4. |

Se guardd esta suspensidn en refrigeracidn hasta el mo
mento en que fué usada, Se calentd a bafic maria,con agitacidén =
constante, & fin de licuar la gelatina y luego se hizo una dilu-~

cidn con solucién salina isotdénica (v/v 1:2).

Se 'emplgaroh ratones albinos, machos, adultos, pertene~
cientes & la colonia dal departamento de Farmacologiz de la Facul
tad Ee ﬂédipinm de la cepa de origen CFy+ con un’ peso corporal =~
comprendido entre 16 y 32 g. Estos animales se marcaron, pesaron
¥ distribuyeron en grupos de modo gue hubiese uniformidad en pe-—

HOB
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Bn la tnbla siguxanﬁe ge Llustra con un ejempla Fleti~

cio, la fcrma an qua se d;stribuyercn Yos anlmales towando. en =

gon&xdgtgc&onvsu peso‘coxporala

El ratén maxcado con €l No. 1 ~

ea el de mayor peso, dismintyendo de peso de acuerdo con su niime

ro, sienda 81 No. 15 sl de menor peso.

(BRUPO X GRUPO: LT GRUFO III GRUPO IV
T TNe.. T TNe. T TTwer T
1o~ ¥ 2 s 3 s 4
8 7. 6 - =+ 5
9 e 1Y > 11 » 12
16 - 15 ¢ 14 & 13
Fégura i

Los estrdgenos estudiados y 'su procedencia fueron los’

siguientes:

astradiol

1 metil estradiol
'  2 metil estradiol

2 matoxi estradiol

dietilstilbestrol

' haxeah:gl

dzgroplonato de i
etilgtilbestrol

dipropionato de pro-
metestrol

.meita,lenestiil

' syﬂtéx:' SA.

Syntex. S.A.
Synkek, S.A.

Preparado por el Dr. J. Vega -
Novercla.

E. Merck. Darmstadt
Nutritional Biochemicals. Coz-

poration

Preparado por- el pr. F.o Sanchez
Viaesca.

Reed & Carnrick
Labs, Searle, S.A.*

* Se agradece al Dr. Miramontes el genercso obsequic‘de»qsta PO

ducto.



“henccstrnl - Schieffelin dnd o,

Los estrdgenos anteriores se administraron en forma de
solucidn olsosa {en aceite de mafz) mediante inyecciones subotts,

ﬁeasw El volimen inyectado por dia a cada raton fue de 1 ml/lOO

“TTTgde peso.” Se s administraron inyecczenes diax;as durante 364~

“dias. ‘Los ratofies se pasaron diariamente para ajustar la dosis~-
de acuerdo con el peso de ese dia y veinticnatrb' horas después '-_
de 1a ultzma inyeccléh g6 determind la actividad fagocltarla da=

cada tatén.

Antes de 1niciar dichaAdeterminacion se pesaron nueva~
'ménteftddaﬁ los xratones ¥ se anotaron 105 pesos de’ cada unorpara .
saber 1a dosis de carbdn coloidal que le cortespondia;a cada ra=

La téonica empleada para medir la actividad fogoeita~-
ria fué la siguiente; '

" Se tomé al ratén por la cola y ge envolvid el cuerpo =
en/hna gasé de tamaﬂo;apropiadol_prpcédiehdo a‘;a toma de una --—
mugstra de sangre. Esta muestra se obtuvo de cada ratén y sir—-—
vid para ajustar el fotocolorimetro en cera de absorbancia, ~deg
pués de diluix ia:mﬁestxa (blanen) . ‘E?:a‘edﬁo»se‘le‘praaticd’al -

raton una incisidn pequeﬁa.en la cola con navaja (figura zi to=-=

¢apa¢idad (ae los‘usados para biometrja hemftica) , limpio y hqu
~rinizadd‘p:eviamente con uné splucidn d¢ ‘heparina diluiday 1~3 =
v/v. Este capilar va acompafiadc de una cuba de pldstico (UNOPE~
TTE) Becton Dickinson No. 2705 (figura 3) cuyo contenido (soly
cidn salina) se sﬁstituye‘pqz 4 ml de agﬁa destilada para diluir

- - T - : ) ’ i 5



y hemolizayr ld sangre.

Figura 2

Pigura 2 Makerial whilizado



Se desenvolvid al ratdn y apoyado sobre una rojilla de
alambre (figura 4), se le £ij6 la cabeza toméndplaade'su.partg -

posterior (figura 5).

Se inyectd la dosis de .carbdn coloidal en el plexs re=

troorbitario con una jeringa de tuberculina, marca Becton Dickin.

son, de material pléstico memi~transparente; €ips desechable; —=-- - - -

con agwja hipodérmica bisel regular No. 22 x 32 (figura &)

La dosis de carbdn coloidal fud:

. posts = B

Figura 4



Figura 5

Fijacidn del ratén para
la inyeccién.,



Figura 6

Al terminar la aplicacidn se acciond un crondmetrc pa.

ra tomar la musstra de sangre tres minutos después de haber in--
yectado la tinta china. El ratén permanecid en una jaula peque~

#fin de alambre hasta poco tiempo antes de tomarse la segunda mueg,

tra de sangre, que se hizo igual a la toma del blanco, sdlo que-
te a la empleada para el blanco, con objeto de impedir la forma-—
cidén de coagulos.

v A la muestra obtenida se le determind la absorbancia =
en el fotocolorimetro usando una lampara de tungsteno y un fil=-
tro verde (490 mu) después de ajustar el aparato en cerc de ab--
sorbancia con €l blanco tomado anteriormente.

Esta técnica se empled con cada uno de los ratones del

—expenimento gigniendo para ello #l mismo orden utilizado al dis-
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tribuir los ratones en grupes {(Ver figura 1.

‘Como ' los experimentos deben ser ciegos, lo ideal es tra

bajar en egq;po constituido _por: cuatro persanas cuyas funciones-

}serén. la‘prlmera,sacar los ratones de las jaulas en el orden ya

dndicado v hacer las anotdciones correspondientes enwla libreta. .

o La segunda,envolver al ratén y practicarle la incisidn en l1a co-

la 'pa::,'at la toma del blanco; ;aé;ciénq‘;: el crondmetxo ¥ posteriofj-‘-

mente hacer la incisidn para la toma de la segunda muestra. La-
tercera persona, tomar el blapco y la muestra con los capilares-
e inyectar al ratdn en el plexo retroorbitario ¥y la cua:ta. -

leer en el fotocodlorimetro y anoﬁar los resultados.
© Para saber si ol tratamiento modificé la dispersién de
los valorés-que traducen la actividad fagocitaria (absorbancias)

se 11596‘a>cabo la prueba de'Fvccmparandb.;aé vavianzas del gru-

po tratado y el grupo testigo. Cuando estas varianzas resulta--—

ron homogéneas se utilizdé la prueba de t de Student-Fisher (22)~

,pja“ra 1a corrpai:acién estadistica de los jp)’:o"medi,ns‘. cuAnao_ resul~

taron las varianzas heterogéneas sé empled la modificacidn de ~=

Cochran (23) de. la prueba de t para comparar los promedios.

1o




RESUYLTADOS
Figura 7. Esgueleta dal
ciclopentanofenantzenc
) L o ‘ . o ’ P ' ' &
A. Derivados del estradiol. -
- Se estud:.aron derivados del estxad:.ol con sustituyen—=
tes en el anillo A en las posiciones 1 y 2 {ver figura 7) . '

. metil eatradio:l
11




2 metil estradiol S 2 metoxi estradiol

Bl tratamiento r:on I metil estradiol produj@, un aumen~
]’1’:6 sighificé.tivo e la actividad ﬁ&gscitaﬁa {disminucidn aé-' Ia=~
absorbancia en 56%, P <: 9.01) semejante en magnitud al aumento- .
producids Bn la a’etivid‘ad f’agccitanii por el estradiol ‘(di:sminu,-r
cifn en la absorbancia de Sﬁx, P < 0.001) ¥ no modificsd la dig=
persidn de las absorbancias observadas ( F=4.3, P ;Q-O'-,QS)J. vea. B
se tabla T. ’ ’

E1 2 metil estradiol también estimuls Ia actividad fa-
gocitaria (disminucién de la absorbancia en 40%, P < 0.61). Sin
embargn 1a estmulaciéxz producida po:: e#te fltimn fod manor a la
 originada por el estradiol (disminucidn en absorbancia 60%) y el
1 metil estradiol (dieminucién en absorbancia de 56%), EL 2 me~
til estradiol tampoco produjo variaciones en la dispersidn de =~
los valoreés de lag ahsorbancias (E=6.31; P> 0.05). Vease Ta-=
bla I. | ' ‘
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| Grupo |

Trata
miento

vDogi;,s

<f

peso |
Promedic
eh g g

+ error
tipy

| Absorbancia .
- promedio

X100 + ergor
tipo

Grupo

don el

que g8
compa~
ra

| malz

aceite
de

10 mi/Ky/dia

24.2 %

L 0.96 ‘

- 39.26 -’,;!;

1.6

- XX

{100 mg/xg/afal
exntradiol | :

24 &
0.89

15.86 £
279 v

€ 0,00

1 met:.l

estradiol

100 mg/Kg/afal

17.37 &
3.72

£0.01

2 metil

es tradiaj.

- Jro0 mg/Kg/dsal

3 aias

23.68 2 |

4.03

v <001 3

i




. TABLA IT

Grapo

Trata~
mianto

Dosis

Péso.

Promedio {

# error
Tipo

Absorbaneia

promedica =

X100 %
~ercor Tips

Grupo
con el
que 88

compa=

)l
"Diémimj"‘{\ ,
eion en |
por ciep,

to

I

aceite da

maiz

-3 dias

| 10 ml/K;f i‘f.'ia_J‘

19.21 &
1.60

23,0 %
3.94

g

g e

b

estyadiol

'3 gias

JLoo mg/Kg/atal

18.40 ¥

1.50 ~ 2.18

7.04 &

70 }¢6.02 |

2 metoxi

estradicl

100 mg/Kg/afal

3 dfas

20 %

- 1.09

65 4<0.02 |




Bl 2 metoki estradiol mostrd un aumento en 1a.eﬁﬁimug;
qcifn de la actividad fagocitaria ﬁéisminuciénvde la absorbancia--
en . 65%, P < 0.02) semejante en magnitud al producido por el es~ .
tradiol (disminucidn en absorbancia del 70%. P < 0. 02) . Esta =
substancia no modificd 1a dispersxon en ‘los valores de IAs absor.

- apcias (¢=3.02 P> 0. 05) _ Ver tabla II.

8. Derivados del estilbeno.

Fueron estuaxadas suhstancias con efecto estrogenico -

aet;vadas dal estxlbenn. (24)

dipropionato de
dietxlstilhesttol

15



TABLA

11

Grupa

Tratamien-

to

Dosis

Pano promg

dio en gs.

4+ error =~
Tipo

Absorbancia.
} promedio —
1 X100 * erroxr
- Tipe

Srupo

| con el
T'qae sel
Compa=| PW
L lra ‘

Dﬁsmnu-
cién en |
poa:c:.en, 1

aceite de

mafz )

3 dfas

10 ml/Rg/ afa ,

26.15
1.49

13

29.90 &
2.53

<

besatrol,

| dietilstil {100 wg/Kg/aia

B dfas

25.7 &
- 1.55

13 |

1.51

IIT

'hexestx_pl

3 afas

100 mg/Kg/dia}

25.7 &
1.46

14

I

ko.ooL |




Grupo

Tratamien
to .

Douis

| absorbancia | Gr
 promedio ;
¥100 + érror|

tipo

ageite do

|3 afas

10 ml/Kg/dia

26.26 £

sz
19 |

3.09

L e

iy -

IX

dipropionato
e dietil=~—

stilbetrol

142 mg/Kg/dly 25.95 +

3 dian

1,07,

20

0.7

<0001

11X

promestrol

Dipropio~
niato de i

1153 mg/Ka/at;

1 3 dias

25.05 &
| o0.86

20}

13.32

[

)(Di.:COI i




dipropicnato de
prometestrol

En el grupo de animales tratados con hexestrol, se ob=
servé un aumento ei@ 1a :activi‘d;d fagocitaria significative (dis- |
minucidn en absorbancia de 76%, Pe b;obl) semejante en magni-
tud al observado en los anifales tratados con dietiia.ﬁilbeétz‘ak ,
(disminucién en absorbancia de 67%, P < 0.001). Tanto el die=~

tilstilbestrol F= 2.82, P 0.05), como el hezestrol (1?":%4‘.22,
P < 0,05) modificaron significativamente la ,aispersién de los va
 lores de las absorbancias, xes"u‘lta,ndcvlas‘ varianzas de ambos va~

lores menores que la del grupo control.

Al estudiarse la actividad fagocitaria en ratones tra-

tados con fipropionato de dietilstilbestrol y con dipropicnats -

—de profetestyol, £8-endontyd qus ambos compuestos aumentan la fa 0

gocitosis aunque el efecto del dipropionato de dietilstilbestrol

. {disminucifn en abasorbancia de 77%; P < 0.001 es un poco mayor-
que el del dipx:opionito de prometestrol (disminucidén en absorbap
cia 65%, P < 0.001).




,bh dispersidn de los valm:es de las ahaorbancias fue -
»menor que 1a gel grupe gontrol tanto en el grupo tratado con di-
proplonato dé dletilstilbestrol (F=16. 56«, P~<:0 05) ‘como én ayuel
que racib:.é dipropionat:o de pzometescrol {F = 3.28, P & 0.05) ==
vease tabla IV.

C. Otros compuestos

Be px:o’baton tambien 1a5 siguientes substanc:.as s:.rﬂieti

cae con efecto estrogenicm

metalehestril ‘ ‘ bencestrol

» Bl tratamiento. con metalenéatiil aié como. resultado un 8
aumento signi.ficativc en la actividsa fagocitar:ia {disminucidn - »
.en ;La absorbancia de B2%, P< 0.001) semejarte en im:ensidad al _
produci.do por el estradiol (disminucidn de la a‘bsotbanc:.a de 81% -
P < 0.001) . LA dispersién de los valores de las absorbancias Eall

£ué significativamente menox gue la del grupo control en los gry,

pes tratados con estradiol (F=18.14, P < 0.05) ¥y mtalenesttii-

19
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TABLA U

‘Disming

| Grupo .

o

“Teso proms.

% error -

Posis
tipo

"] Absorbancia
| promedic
X100 % error
1 Eigo

dig en gs. |

Grupo | E s
con el jvfc-ion! en

| 2a !

i
i
il

gueé se lip

compa.

0)‘; i
ciente

aceite de
mafz

10 ml/Kg/dia

4 alas | 0.52

22,31 &
2.31

]

o i

-

L]

+ Binsmn T xS s el

Ir

{

éstra@iol

- 100 mg/Rg/did 25.5 &

4 alas 0.75

| 82

0001

IIy

| triy

metalenes—

‘100 'qukg)'aia 2545 #,
4 dias |

S eTR

81

{¢0.001

s
!



TABLA VI

| Grapo

to

Tratamien~.

Pedo pro=

- medio en
| g8« ¥ errorn
FEipd

| Absorbancia

promedio =

"1 X100 % errox

tips

Grupo

. con, &),
gue se

“Compa-

''''''

to

por ciag

?P

aceite de

maiz

10 ml/kg/dla

3 dias

30.3 &
0.70

10

32.2 % |

2.5

-

1z

estradisl

100 mg/Kg/=
T
3 dias

29.35 &

Q.65

10|

11,19 .
1.15

66

i
|
i
il
A
s
[

‘ € 0.001

£IT

bencestrol

100 my/Kg/~
™ dia

' 29.8 &

10 |

8.76 &
. L.14

73

‘| <0.001




i

-ma;f.@ Ver tabla VI. -

(F=4.89, P < 0.05). Ver tabla V.

El bencestrol produidé una estimulacidn sobre la activi-

dad fagocitaria (disminucidn en absorbancia 73%, P < 0.001), simi

lar, a lad del est’::adidl ‘(di-smi:nuci’éxi ‘en apsorbancia de 1‘6‘6%, ———

fue muy s:.gnifibativa (P< o. Q0% ) &7 J.a az.spersi.on en las absbz“ban

-cias. gsi:raaml (E’=4.71, v P <& 0.05) y bencentrol (F=4.77, P<0 05)

result:o menor que Ia del gxupo contral trat:aacs solo con aceite ae-_ o



DISCUSION ¥ CONCLUSTONES

Entre Yos diVerE!os estimulantes del §.R.E. los que ma=
yor efecto prcducen son lbs estrcgenos, tanto naturales cono sin

te'hlcos (25 25, 27)

8e comprobo en 8l, presente estudio la marcaﬁa.estlmuhiw

cidn en 3.a fagoc:.i:osm gue produce el estradiol. Ia sustitucién |
del aLomo de hidrdgeno unido al ¢ por un grupo metilo (Ver fig.
7y en el i metil estradiol, y del Atomo de h:.drogeno unmdo al ¢y
{ver fig. 7 ‘como en el caso del 2 metil estradiol y el 2 metoxt -

7 estradiol no produjo variac:.ones aignifmatwas en 1a activldad -

fa.gocitar:.a gue resulto aemegam:e a la ael estradiol CVer Tabla I

-y IT). ’
Entre los -estrégeno.a {no esteroides, simtéticos) que -

se probaron como estimulantes de la actividad fagocitaria se en~
cuentran los derivados del estilbeno. En ellos se ohsetvé que -
el t;.pa de ligadura entre el C={y el C @ de ia cadana cent::al-
{saturada o insaturada) no afecta significaﬁwamente 1a respueg,
-t& estimulanta. |

La esterificacién de los OH fendlicos en el dipropiona
to de d;et:-lst;.lbeatrcl ne afecto apreciablemente la actividad -~
fagoa:.tana;. {ver ‘ta{a»_la . 7 o B L
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_La sustitucidn en el hexestrol de un hidrdyeno por un=
‘metilo en las posiciones orto cen ralacifn al OH fendlico de am~

bos apillos tanpoco interfirid con la capacidad de estimular la-

- actividad fagoeitaria como-se-chserva en el prometestrol (Ver ta

bla IV).

otro esﬁr_é‘gen:o sintético no gatﬁ#ﬁiﬁe estudiado fué el
 metalenestril (Vallestril, Novestrine) que es un derivado del &~
‘eido allenélico. Este estrdgeno fué reportado por Biozzi y co~=
labs. (28), con poca actividad »esﬁimuliéh‘te del S.R.E. En este -
trabajo se compard ‘En &l mismo experimento con el estradiol v se.
ohservé gue el metalenestril tiene un .a&tiviﬂad estimulante tan-
grande como la dal estragiol. Esta divergencia en resultados ==
puede deberse a que ellos no @ubili-zarcr; un_as’t:‘&geno con activi~

dad conocida en el mismo ";astpérimehto;._

E1 bencestrol (estrdgeno sintético) presents también -
actividad eskimulante de 1a fagqcitasi.s.w ‘Yer tabla vI. ‘

Los estrdgencs disminuyeron la dispersién de las absor
bancias en relacién con las de los grupos controles, pero solo =.
cuando los grupos fueron numerosos estas diferencias resultaron~

gignificativas.
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