INTRODUCCION

En 1948 Hench y Kendall utlizaron por primera vez la cortisona en el tratamiento de la artritis basandose er
gue la mejoriade los sintomas artriticos que experimentaban algunas pacientes durante el embarazo podia
deberse a un aumento del nivel circulante de un metabolito esteroideo, con proiedades antiinflamatorias. A
partir de este momento, se inicié unnevo apitulo de la terapéutica farmacolégica, que seh desarrollado
espetacularmente desde mediados de los afios cicuenta por el interés de la medicina en disoner de farmac
mas potentes y selectivos que los corticoesteroides naturales.

Esta fase inicial de entusiasmo fue pronto oscurecida porgue se comprob6 que, en los enfermos tratados c
cortisona, aparecian una serie de reacciones y efectos secundarios que limitaban su aplicacion; entre estos
efectos secundarios podemos citar las alteraciones del equilibrio electrolitico, hiperglucemia, sindrome de
Ulcera gastrica, hipertension, aumentode la eliminacion del nitrégeno, transtornos 6seos, sindromes
cushingoides, etc.

Estos hechos hicieron que los investigadores trataran de encontrar compuestos quemstraran una mayor
actividad antiinflamatoria y energizante con menos efectos secundarios. De esta forma se lleg6 a sintetizar
hidrocortisona, sustituyendo el oxigeno del carbono 11 por un grupo oxhidrilo. Fried y Sado (1953) dieron u
paso transcendental en el decubrimiento de nuvos corticoesteroides, al comprobar que la halogencion del
carbono 9 de la cortisona producia un aumento notable de la actividad. El tercer desubrimiento de esta seri
fue el de que la adicién de grupos metilo, especialmente en el carbono 16, aumentaba la actividad de los
compuestos.

Sigueindo este camino de sustituines y variaciones se llegé posteriormente a obtener dos compuestos que
demostrado tener mayor actividad por su alta potencia, y carecer de reacciones desagradables importantes
Nos referimos a la triamcinoloma (flior en C9, deshidrogenacion en 1-2 y oxhidrilo en C16) y dexametason
(flaor en C9 y metilaciéon en C16).

La dexametasona es el nombre genérico de la 9—flior-16—-metilprednisolona. Tiene un peso molecular de
392,45, conteniendo un 67,32% de H, 4,84% de F y 20,38% de O. Es soluble en disolventes organicos; en
agua tiene una solubilidad de 10 mg en 100 ml a 25°C. Su punto de fusién esta entre 215y 221°C.

Su sintesis se dio de forma simultane, aunque siguiendo vias distntas por Arth y colaboradores (1958) por
parte y Olivetto y colaboradores (1958) por otra, investigadores de las firmas americanas Merck y Schering
respectivamente. Entre sus propiedades farmacoldgicas cabe destacar que presenta una afinidad relativa p
receptores de glucocorticoides siete veces mayor a la del cortisol, y una potencia antiinflamatoria del orden
treinta veces mayor.

Glucocorticoides

Los esteroides adrenales no se almacenan; se sintetizan y liberan en funcién de las necesidades. El princif
estimulo fisiolégico para sus sintesis es la corticotropina (ACTH), que se secreta en la hipo&fisis anterior. A |
secrecion de corticotropina esta regulada por dos factores: el factor liberador de corticotropina (CRF) y el
nivel de glucocorticoides circulantes en la sangre. A su vez, la liberacién de CRF esta controlada por el nive
de glucocorticoides, y en menor grado, por el nivel de corticotropina en sangre. También existen otros
estimulos procedentes de

centros superiores del sistema nervioso central que influyen sobre la secrecién de CRF. Existe una secrecit
basal de glucocorticoides. Los cambios emocionales también pueden afectar a la liberacion de CRF, como
calor o frio excesivos y heridas o infecciones; este es el mecanismo mediante el cual el sistema



hipéfiso—adrenal se activa en respuesta a un ambiente amenzante.

La sustancia que comienza la sintesis de glucocorticoides es el colesterol, que se obtiene fndamentalmente
plasmay se encuentra en unos granulos lipidicos de células de la zona fascicular, que es la capa media de
células de la corteza adrenal.

MATERIAL Y METODOS

Loa animale utilizados en el estudio fueron ratas de laboratorio (Rattus norvegicus). Partiendo de 24
indivuduos, 12 machos y 12 hembras, se confeccionaron dos grupos con igual nimero de ratas de ambos
sexos; a uno de etos grupos se le administré la dexametasona, cuyos efectos vamos a etudiar, mientras qu
otro grupo recibi6é Uniamente la dosis de vehiculo que acompafiaba al farmaco para que fuera utilizado com
grupo control.

La dosis suministrada al grupo tratado supone una concentracion de dexametasona de 100 g/100g de pes
corporal sobre un volumen total de 0,1 ml, la aministracién se realizé por inyeccion subcutanea, quedando
descartadas otras vias or su rapida o muy leta absorcion y asimilacion del farmao. El tratamiento, de caract
subcroénico, tuvo una duracié de nueve dias, cada uno de los cuales se suministré farmaco al grupo tratado
vehiculo al control; asimismo se tomaron los pesoso individuales al comienzo del tratamiento, en la mitad d
mismo y al finalizar éste.

Al finalizar el tratamiento se suministrd por inyecciéom intraperitoneal una cantidad de colchicina (1 mg/ml)
en 0,1 ml por 25g de peso corporal a todos los individuos, con el fin de paralizar la divisién celular y relizar
un analisis cariotipico. Tras dejar actuar la colchicina durante 30 minutos se procedi6é a extraer sangre de Ic
individuo, separando después pr centrifugacion sus componentes. Seguidamente se sacrifico a los animale
se les disecciond, extrayendo de forma seriada distntas fracciones: médula 6sea de la diéfisis del fémur, 10
de intestino delgado (proximo al estébmago), bazo, adrenales, higado, timo y heces. Tras pesar todos estos
componentes se calcularon los indices organosomaticos (I0S), se alicuotd en dos el bazo y el higado y se
descartaron adrenales y timo.

Ensayos genéticos:

Una vez tomada la muestra de médula 6sea fue sometida de forma repetida y alternada a choque hipoténic
con KCI 5,6 g/l y centrifugacion (100g) con el fin de aislar el componente celular y aumentar el volumen
interior del mismo.

Para montar las preparaciones se hizo chocar a las células de la muestra contra los portaobjetos desde un:
altura superior a 50 cm, rompiendo las membranas celulares y liberando los cromosomas. Tras fijar fijar las
preparaciones se tifieron con giemsa y se observaron al microscopio con el fin de obtener un juego en
particular para hacer el cariotipo.

Ensayos histoldgicos:

En este caso se utilizaron una de las dos alicuotas de higado y bazo, que fueron seccionadas mediante un
criotomo de congelacion. Se establecieron dos juegos de cortes, conteniendo ambos higado y bazo
conjuntamente, que fueron sometidos a distintas técnicas.

El primer juego de cortes fue tefido con azul de toluidina y montado. Tras observar al microscopio se
tomaron imagenes de bazo para posteriormente determinar el nimero de vainas infoides periarteriolares.

El segundo juego de cortes se sometié a un tratamiento con agua oxigenada para inhibir la peroxidasa
enddgena, a continuaciéon se le puso en contacto con un antisuero de cabra anti-lgG de rata (H+L) conjuga



con peroxidasa. Se cubrié con Diaminobencidina (DAB) y se revel6 la actividad peroxidasa al afiadir agua
oxigenada por viraje de color de la DAB (oxidada por el O2 liberado por la enzima). Una vez revelado se
determiné con ayuda del microscopio el nimero de células IgG positivas en los cortes de bazo.

Ensayos bioguimicos:

En este caso procedimos a homogeneizar, por separado, la segunda alicuota de higado y bazo. Mediante
método colorimétrico (Bradford 1976) se procedi6é a determinar la concentracién de proteinas totales en
higado, bazo y plasma. A continuacio se llevé esta concentracion hasta 2mg/ml y se realizé una electrofore
PAGA-SDS (Laemli 1970) con el fin de separar las distintas proteinas. Una mitad del gel se revel6 mientra:
gue la otra mitad se utilizé para llevar a cabo una electrotransferencia de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (Towbin 1979), esta membrana siguié un procedimiento similar al descrito en el apartado
anterior con el fin de revelar la situacion de la 1gG.

Ensayos microbioldgicos:

Se llevaron las muestras de intestino delgado y heces a una dilucién 1/10 afiadiendo 9 partes de solucién
coservadora. A partir de esta primera se ralizé un banco de diluciones seriado con el fin de sembrar varios
medios de dultivo: TSA, SPS, KAAy VRBG.

Una vez sembrados los medios se pudo observar el crecimiento de mesdéfilos aerobeos revivificables (MAR
Clostridios, Enterococos y Enterobacterias respectivamente. Tras incubar 24 o bien 48 horas se cuantifico e
namero de unidades formadoras de colonias (ufc) por centimetro de intestino delgado y gramo de heces,
también se identifico la colonia de Enterobacterias mediante un ENTEROTUBE®.

Tratamiento estadistico:

Los resultados totales fueron sometidos a un tratamiento de Outlaying (Dean y Dixon 1959) para eliminar
datos aberrantes, los cuales aparecen maracados con un asterisco en las tablas. Una vez tratados los dato
calcularon los distintos estadisticos con el programa imformatico EXCEL (Microsoft 1997). El estadistico
usado es la T de Student (Abraira y Pérez de Vargas 1996), con un grado de significacion estandar de 0,05



