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INTRODUCCION

Los esirégenos son estimulantes muy eficaces del Sistema Reficulo -
Endotelial. (15, 16, 17, 18, 19, 20). Es por ellc que Nicol ha sugerido que estas-
hormonaos seon los estimulantes fisiolégicos del Sistema Reticulo Endoteliel, (11, 21,
22, 23, 24, 25, 2¢6).

Sin embargo, es posible que estos esirégencs no acten tal como;,
son adminisirades o secretadss, sino que sufran algunas transformaciones metobdlieas,..
y @e el poducto resultante sea el que estimule al SRE. Si la transformacién de -
un estrégeno en la sustancia estimulante del SRE sc reolizora parcial o totalments
en determinado Srgano, la extirpacién de ese Srgana impediria el efecto estimulan
te de los estrdgenos sobre el SRE ya que en ausencio de ese dSrgone los esh‘ége--i
nos no podrian transformarse en el metobolito activo.

Para saber si el bazo pudiera Hevar a cabo una transformacién ~-
de los estrégenos en sustancias estimulantes de lec fogocitosis se estudié en el wro-
balo presente si la estimulacién fagocitaria por medic de estrégenos ocurre en ra-_yuﬁ'
tones esplenectomizados.

DiCarlo et al (7), reportaron que animales hipofisectomizades, —-
fratados con sustancias estimulentes del SRE (estrdgenos y otres) no respondian au~ k
mentando la actividad fagociteria a diferencia de lo que ocurre en los Gﬁ;m’ﬂeS"

intactos. Por ofra parte, vieron que al water los ratones hipofisectomizados con = 07

!




corticoides u hormona adrenccorticotropa  (HACT), se restablecio la capacidad de~
estimular la actividad fagocitaria. Estas observeciones demuestroan que la presencia -
de la hipdfisis no es necesarin para estimular lo activided fagocitoria si se admi—
nistra o los ratones hipofisoprivos una hormona de la corteza suprarrenal (cortices-
terona) o la hormona hipofisiaria que estimula la secrecidn de hormonas corticosu~
prarrenales. lLos experimentos reclizados por Vega F. G, (Tesis) (29 ) en ratones su-
prarrenclectomizados que recibieron ofro corticoide (acetate de corfisona) han demos
trado que tampoce es necesaria lo presencia de los suprarrencles pare que los es—-
trégenos estimulen la actividod fagocitaric y aue por lo tonto lo tramsformacién de
los estrégenos por las suprarrenales no seria un poso obligodo para la activocién -
de los estrogenos.

Por ofra parte, se ha demostrado que para la pyoduccic’m "in vi-
fro" de anticuerpos es necesorio lo presencia de plasmo songuines (5). Sin embor

go cuando se agrega en lugar de plasma una pequeiia cantidad de corticoides, la

produccién de anticuerpos se lleva o« cabo. Estos hechos sugieren que el factor -
plasmdtico necesaric paora que se produzccﬁ los anticuerpos “in vitro" sean los gl
cocorticoides. En esto Tesls ge ho esiudiado lo estimulocién de la fagocitosis en
ratones suprarrenalectomizodes que no recibieron un mineralocorticoide carente de
oxigeno en posicion H/,“f'( 11,5 desoxicorticoide), para determinar si la presencia ~
de H/,’, oxicerticoides es necesaria para la estimulocidn de la fagocitosis mediante

la administracidn de esirdgencs.




MATERIAL Y METODO

En el estudio de lo fagocitosis "in vive" se han empleado varias
técnicos, en los que se incluyen el wa de emulsiones de lipides (8), particulas -
fluorescentes (27), fosfato crérico, y albumilne morcada con |} 131 (1,4). ta -
técnica més empleada estd basade en la depuracién sanguinea de carbén coloidal -
administrado por via intravencsa.

Este método fue desarroliado por Biozzi, Hzlpers, Stiffel y Bena~
cerraf (26,28). Eilos usaron una preparocidn esiable de carbdn coloida!l de parﬁcg»
los de didmetro muy uniforme, oproximadomente de 250 . Su administracién es per-
fectamente toleroday o diferencic de la tinta china comercial no causa trombesis
en los vasos pulmonares,

El carbén es fijado en un 90% por los células de Von Kupff&f
del higado y en 10% por los macréfoges esplénicos (2, 10).

la velocided con que desaparecen las particulos de carbdn dél -
torrente sonquineo depende de la actividad fagocitaria del Sistema Reticulo, Endote
lial y lo medide de lo velocidad con gque disminuye la concentracién de c‘c;\rbén-v
colnidal en lo sangre circulante puede ser utilizada pare estimar la magnitud de~

la activided fugocifaria (10 ).



MATERIAL

1. Ratones machos adultes, albinos, de cepa de origen CF] de 16
a 32 g. de peso corporal. |

Estos animales provenian de la colonia del Departaments de Farma -
cologia de la Facultad de Medicina de Farmacologio de lo Focultad de Medicina~
de lc Universidad Nacional Auténoma de Méxice. |

2. Eter anestésico (Squibb).

3. Conos de plastico pera la anestesia

4. Rasuradora eléctrica

5. Eguipo de diseccidn.

6. Tabla de operaciones cubierte de corcho.

7. Gasa y Algoddn

8. Jeringa de tuberculing, desechub(e, de pldstico semifranspdrren:-’".‘

te de la marca Becton-Dickinson.

9. Agujas hipodérmicas de bisel regular nimero 22 x 32,
, 10. Heparina (Abbott) o uno dilucién de 1:2 (V/V),
| 11, Tubos cadilares de 20 mcl de copecidad (Unopette-Becton D:_t_:
kinson) desechables, de los utilizados en biometrias hemdticos. Deben estar Hm-r-’»k
pios, secos y heparinizados, se emplean dos copilares por ratén.
12. Navajos pora tfectuar lo incision en la cola del animal,
13. Cubos de plastico { Unopette-Becton-Dickinson nlimerc 2705 )

que acompafian o los copilares utilizados para las diluciones de sangre. Deben —

o contener 4 ml de ooua destiloda, se ccupan dos cubas par coda ratén.

14, Uno suspensidon de carbén coloidal ndmero  Cll ~ TA31A ~oma




(Gunther-Wagner, Felikan Werke; Hannover, Alemania). Para utilizorla se prept‘:ré.de'u
la siguierfes manera: En dos tubos de centrifuge de nitrato de celulosa, se cclocc_t_b :
ron aproximadamente 100 ml de lo suspensién original y se centrifugaron o 3500 -~
rpm duronte 15 minutos, con el fin de separar los porticulas grandes, se tomaron -

por decantacion 7' ml., los cuales se midieron en unu probeta.

Por ofro lado, se pesé lg de grenetina y se disolvio en 29 mi de
agua destiloda coliente, se mezclaron las 2 suspemsiones y se cgitoron, De esta sxis_
pension se tomd | ml al que se le hizo una pruebs gravimétrica de solidos, ien‘ig\‘_
do oproximadamente 130 mg/ml. El pH debe ojustarse a 7.3,

La suspensién osi preparada se conservé en refrigeracién hasta el = .
momento de utilizarse, entonces se calienta en bailo marfa y se prepara la dilucion
requerida, con solucién solina isoténica, 1:2 (V/V}.

15. Dos cronometros para medir el tiempo en que debe tomarse ‘iiav."
muestra después de aplicarse la dosis de carbdn coloidal, |

16, Aceite de Moiz ( Mazola).

17 . Soluciones de Estradio!, Dictilestilbestrol ‘y Desoxicorﬁcosrterqna
en aceite de maiz. Los dos primeras se usaron en concenirociones de 100 mgk/kgb.‘,
y de manera tal que el volumen de las inyecciones fuera de 1 mi/100 g de pesé ‘
corporal. Lo Gltimo, a una concentracién de 10 6 5 mg/ Kg y o igual vo\umen?
que los anteriores.

18. Suero fisiolégico y suero glucosado.

19. Un fotocolorimetro Corl Zeiss nodelo ELKO i, con Fiih"o',—v‘.

verde S49F, lampara de tungsteno y cubetas de vidric de 4 ml de copacidad,




Figura 1. Material




METODCO

Para llevar o cabo los estudios realizados en ;zs‘rc tesis se prucAti‘

caron dos tipos de cperaciones, la esplenectomia y la suprarrenalectomfé, pre\‘/iq% al

tratamiento con esirdgenos.
I. Esplenectomia.

Para someter o los ratones a la esplunectomio se siguid la siguiie_‘_r_r

te técnica:

Se onestesic el ratdén y se fij6 en la tabla de operaciones,,,dés—I‘
cansando sobre la cara dorsal y se le rasuré el abdomen. ( Véase dibujo).

Se efectud wuna incisién longitudinal el lodo izquierdo de la N’ne%g{
media y ahajo de lo Oltimo costilla, evitando cortar la capa muscular. Se ‘se?a?d‘f
la piel del miscule y se hace un corte sobre la copa muscular, con unas pmzus
se abre lo incisidn hasta tener a la vista el bazo, se exirae con cuidade pcru no.
romperlo, se ligan los vasos con la grasa o la que estdn unidos y se cortan ===

(30).

Una vez hecha la extirpacién se suturé la herida quirdrgica ‘de‘l”"
an'mal y se le inyectd penicilina {10,000 Ul) y se colocé en una jaula, deiénﬂf;
se en reposo durante uno semana.

Il .- Suprarrenalectomia.

Los ratones sometidos a la suprarrenalectomia se anestesiaron_ de -
igual mancra que los onteriores. Se les rasurd la region dorsal y se le prdcﬁcS unu
incisién transversal en la piel sobre la linea medio, o lc altue de la.dltima cg_s
tilla. A uno y a ofro lado de la columna vertebral se efectud un pequﬁf‘-a ;br;
te a través de la copo muscular en el dngulo entre lo Gltima costiiia y lo co
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(Véase dibujo). Se presiond con unas pinzas la grosa que une la gléndula suprorr._e_'-
nal con el riddn y con ofres pinzas se separa teniendo cuidado de no romper la - -
gldndula va que es de estructura fidgil y podrio entonces resultar incompleta la su
prarrenclectomia (30),

Después de lo ¢ seracion se les administrd desoxicorticosterona ==
(DOC) durante una semona, por vio subcutdnea, en dosis de 10 € 5 mg’kg de pe
so corporal, Durante todo este tiempo, ademds de agua, se les proporciond suero- .-
glucosado al 5% y suero fisioldgico.

Una vez concluido la semana, tanto los ratones esplenectomiza~~
dos como les suprorrenalectomizades, se pesaron y distribuyeron en grupos, paig -

ésto, primero se ordengron en Grden decresciente de peso, en la siguiente forma: -

No. de ratén Peso en g.
27 27
33 26
15 26
10 25
7 24
3 23
0 23
] 21
22 21
13 20
5 20

Después se distribuyeron los rafones en grupos, en la forma especi

i H S corporal pora obtener grupos se-
ficada a contiwocién, de ocuerdo con su peso po p grupo

mejantes en ' .cién a su peso:

tote No, | tote Mo, U Lote No. It Lote No, IV
-2 % T B o R

22 =21 " ey 13 _.20 M e



(Véose dibujo). Se presioné con unos pinzos la grasa que une la gléndulo suprarrg_b
nal con el riadn y con ofras pinzos se separa teniendo cuidado de no romper la -
gléndula ya que es de estructura frdgil y podrio entonces resultar incompleta lusu
prarrenclectomia (30).

Después de la operacidn se les odministré desoxicorticosterona  --
{DOC) durante una semana, por via subcutdnea, en dosis de 10 6 5 mg/kg de pe
so carporal. Durante todo este tiempo, ademds de agua, se les properciond suero-
glucosado al 5% y suero fisioldgico.

Una vez concluide lo semona, tanto los ratones esplenectomiza~-
dos como los suprarrenclectomizados, se pesaron y distribuyeron en grupes, pora -

gsto, primero se ordenaron en orden decresciente de peso, en la siguiente forma:

No. de ratén Pesc en g.
27 27
33 26
15 26
10 25
7 24
3 23
0 23
i 21
22 21
13 20
5 20

Después se distribuyeron los rafones en grupos, en la forma especi
ficads @ continuacién, de acuerdo con su pesd corporal para cbfener grupos se-

mejantes en relacién a su peso:

Lote No., | Lote No. {l Lote No. Il Lote No. IV
27 -27a - - - ®33- 26 g 2 et o 13 - 229‘
1 -2V " g 0-23" @ TT 2T ;6 | “"——: ]“":“:E‘C.i :

22 A 13 =20 " ey 5 = 20 T e R A S
69 g; 695 &9 g : -?.:9 g,




A cado grupo se le oplicd el tratomiente indicado (Ver tablas ). Los“
ratones se pesaron coda dia durante el periodo de tratamiento pare poder -adminis-
trar la dosis dicria proporcional a su peso corporal. Las inyecciones se aplicoron -
por via subcuténea durante dos o tres dics.

Veinticuairo horas despues de practicada la {ltima inyeccién se pro
cedié o lo determinacion de la actividad fagocitaria en cada rotén, emplesndo la.
técrica de la tinta china de Biczzi et ol (28), modificeda por el Departamento -
de Farmocologia (13, 14), lo cua! se deoscribe a continuacién:

El ratén ce envolvié en unc goma, dejdndote la cola libre donde -
se le practicé unu pequeia incisién y se e absorvié lo sangre con una pipeta ca
pilar de 20 mcl de copocidad, heporinizada. (Fig. 2).

Lz muestra obtenids se colocé en una de las cubas, los cuﬁles --
contenian 4 ml de agua destiloda y se ogité con el fin de hemolizorla.

Una vez tomoda esta primera muestra se colocd una torunda de al
godén en el lugar de la heride para evitar que siguiera sangrando.

Se descubric al ratén y se colocd sobre una rejilla de alombre -
pars poder sujetarlo por la parte 'posterior de lo cabeza {Figs. 3y 4) y se le
piexo venoso refroorbitorio ( Fig. 5).

inyectd lo dosis de carbdn coloidal en el

Inmedictamente despuds se acciend un cronomefro para tomar la se-

gunda muestra en e} tiempo deseado, éste puede ser a los tres minutos de inyec-

X .o \ A .
tado e carbén coloidal. Esto muestra se tomd & igual manera que la anterior, ha

‘o e .
ciendo lo incisidn en lo veno opu.sta pare evitar lo formacién de codgulos.

i icier cad s los ratones si=
Todas estas operacionss s¢ hicieron en cada uno de los

guiende un orden semejonte al ptilizado paro o distribucion en grupos.
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Forma de inmovilizar
al ratén para la in=-
yeccion en el plexo -

retroorbitario.
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A los muestros obteaides

colorimetro.

En cada experimente se comnard =7

F). Cuando los worienzos resultoren homogénes se hizo

Fisher pors comporer promedics. En les ceg

g E ¢ o30S controrics

de Colhran., {3,4).
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dosis de 100 mg/Kg/dia durante tres dios.

En el grupc esplenectomizado tratado con estradiol se produje una - -
disminucién en la absorbancic de 38%, comparada con lo de su grupo tesﬁéo tra
tado con aceite, siendo esta diferencia significativa (P € 0.05), La disminucién <
en la aobsorbancie piomedic en los ratones intactos tratades con estradiol fué de -
4195 (P 0.001), en comporacidn con su grupo testigo, (Véase tabla 1),

li. Infuencic de lec corticcides sobre lu estimulucidn of administrar estrégenos.
). Experimento con ratones intactes.

Se sealizé on experimenic con rotones intactes para ver la influen=
cia de la desoxicorticosterona {DOC, corticoide no oxigenado en el carbén 11),
en la estimulucion de lo fogocitesis producida por lo administracién de estrégenos -
en ratones intactos. Los iatones se distribuyeron en cuatro grupos. Un grupo i‘écff—
bié el solvente (aceite) y DOCT (10 mg/Kg/dia) disvelta en aceite. Otro grupo.

diol 100 mg/Kg/div), durante dos dios, y DOC a la -

recibié ¢l estrégeno (estrod

. . . s dos grupos tecibieron, uno, el soiven
misma dosis que el grupo onterior. Los otro grupo r [ tven

te y el otro, el estrégeno. {Véase tabla .

Mo sc¢ observaren diferencias en la actividad fagocitaria de los gru=-
(o] < L€

i C con respecto o los que no recibieron
pos que recibicron el tratomiento con DO p 4

| ticoid Las obsorboncios promedio de los grupos que no recibieron estrégeno
2 corticoide ., g

: , i3 =8) mientras que los grupes tratados con -
fueron de 28 2.5 (n8) ¥ 2623.8 (n )

195 4.5 {n=8) y i842,2 (n=8). {Véase tabla IH).

estradiol dicron absorbancias

. . lesoxicorterona no intecfirié  por tanto con la estimulacidn -
Lo administracidn de deso

la administracién de estrégenos .
,
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3). Experimente con catones intoctos,

< e . .
Se utilizaron 29 ratones intactos repartidos en cuotro grupes. Un --

grupo e batd con aceite y otro con estiadiol Los otros dos grupos recibieron, -
uro, DOC {Smg,/Kgsdio, duwonte tres dios) y aceite, el otro, DOC v estra-—-
diol {100 mg, ¥g/dla}. ({Véose table V}.

Bl estradiol prodije un aumeato en la actividad fogocitaria en el -
grupc de ratones tratos con DOC {disminucidn en la absorbancia de 54%, ~---
P < 0.02), en comparacidn con su grupo testigo que recibidé aceite y DOC.

£l cumento sbrenido de lo actividad fogocitoria en el grupo tratado
con estradiol y DOC, fué semejonte al ebiervade en el grupo que no recibig -
-DOC (disminucidn de I~ .bsobancia de un 447, P < 0.01). (Véase tohla V).
4}, Experimento cen ratones suprorrenalectomizados,

En este experimento se utilizaron :ctones suprorrenclectomizados de ~
peso uniforme distribuidos en cuotre grupes. Un grupo recibid aceite y DOC o do
sis de 5 mg,/Kg/dic duronte tres dias. Ctro de los grupos, -estradiol y DCC (5
mg/Kg/dial. De los grupos restentes, unc, recibié el soivente y el otro, el es-
tradio! (100 mg/ Kg/dia}.

Fn el grupe de rotones tratade con esirégene y DOC, se produjo -
uno dismicucién en la cbsorbancic de 32%, con respecte a la del grupe irctado
con aceite y DOC. Esta disminucidn no flegé a ser estadisticemente signiﬁcaﬂéu
(P >0.05). {Véase tabla V1) Mieniras que en el grupo tatado dnicomente con -
esirégeno, e produle un aumen © mMayor en jo aclividad fagocitaria (disminuciﬁvnﬂy

om le obsorboncio de 55%, P € 0.01), con respecto al grupo fratado con aceite,




3). Experimento con ratones intactos,

Se utifizoron 29 tatones intactos repartidos en cuatro grupos. Un =~

grupo se hald con aceite y atio con cstradiol Los otros dos grupes recibieron, ~

uno, DOC (5mg/Kg/diu, duronte fres dias) y aceite, el oho, DOC y est-ra‘—\- o
dich (W0 wg./ Kg/dia). (Viase tabla AR

Ll estradiol produjo un oumento en la actividad fagocitaria en el -
grupo de actones trates con DOC {disminucidn en la absorbancio de 54%,  w-e-
P < D.02), en comparacién con su grupo testigo que recibié aceite y DOC,

£l aumente obtenido de fo actividod fagocitaria en el grupe tratado
con estradiol y DOC, fué semcjonte al observado en el grupo que no recibis -
DOC (disminucion de la absorboncia de un 46%, P <.0.01)., {Véase tabla V).
4), Expeiimento con rotones suprarrenalectomizados.

£n este experimente se utifizaron ratones suprarrenulectomizudos‘dg ,-‘
peso uniforme  distribuides en cuatro grupos. Un grupo recibié oceite y DOC a d_(_)_.‘
sis de 5mg,/Kg/dia durante tres dias. Otro de los grupos, estrodiol y DOC(S
mg/Kg/dia). De los grupos restantes, uno, recibié ei solvente y el otro, el es-
tradiol (100 mg/Kg/dia). | v

En ¢! grupe de ratones tratado con estriégeno y DOC, se pro’d‘xy{jd'—g
uno disminucidn cn lo absorboncio de 32%, con respecto o la del grupo trdfadé
con acecite y DOC. Esta disminucidn no llegd a ser estadisticomente significativa
(P >0.05). (Véowe tabla Vi) Mientros que en el grupo tratado dnicamente con =
estrégeno, s produjo un aumento mayor en la ackividad fagocitaria (disminucidn

: ¢ espectn al grupo tratado con uceite,
en lo obsorboncio de 55%, P ¢ 0,01}, con sespecto grupo 7




S

DISCUSION Y CONCLUSIONES

ESPLENECTOMIA

En los experimentos ‘rcali;cdos con ratones esplenectomizados, frc.:tc-—
dos con estrégenos (DES y estradiol), la estimulacién de la actividad fagocitaria ~
fue semejante o la chservad en los grupo. intactos que recibieron iguol fratcmien-v
to. Lo esplenctomio no enfluyé en forma importante sobre la estimolocidn de Vlld -
actividod fagocitara producida por la adminstracién de estrégenos.
11-OH CORTICOIDES.

fn ratones suprarrenclectomizados no es necesario administrar 11-Oxi
corticoides puara permitir la estimulacidn de lo fagocitesis por tratamiento coﬁ astré
genos. Tanfo en ratones sin tratomiendo de 11~ Oxicorticoides como. en ani’mo(gs ‘;l:" :

trotades con DOC {11-Desoxicorticoide), el estradiol estimulé la actividad fagoci .

toria, Sin emborgo con lo evidencia obtenide no se puede esperar que no se re
quiere la presencia de 11-Oxicorticoides, ya que esta no fue estimada en,piuf’{mu ;

sanguineo y cobe la posibilidad, cunque remota de que quedaran pequefias concen.

g
)
|
|
|

traciones de estos corticoides en plasma,

DESOXICORTICOSTERONA.

il
Lo odministrocién de desoxicorticosierona ¢ lo desis de 10mg/Kg/dxg

- n Wos o oretones intoctos no modie U
duraate dos dias & de 5mg/Kg/dsa durante tres WG wtones  dntactos no




|
|
a
|

ficé aprecicblemente 1o actividad fagocitaria bosal ni interfirié con lo estimulacion

producida por la administrocién de estradiol , Hoy datos que sugieren que en fa-
tones suprmrcnu‘ccromi‘.wdos la administracién de dosis elevadas de pOC (\OMQ/—

K,/ dia) podriv rorardar o interferic con ia estimulacién de fagocitosis,
< [
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