Arch Neurocien (Mex)
Vol. 12, No. 2: 95-99; 2007

©INNN, 2007

medigraphic Avlemigs

Articulo original

Efecto antioxidante de nuevo esteroide sintético
(4-cloro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona) en
cerebro de ratas adultas

David Calderén Guzman?, Eugene Bratoeff?, Elena G. Ramirez Lopez?, Marisa
Cabeza Salinas®, Norma Osnaya Brizuela®, Raquel Garcia Alvarez?, Ernestina
Hernandez Garcia!

RESUMEN

El propdsito del presente estudio fue evaluar el efecto
antioxidante de un nuevo esteroide sintético (4-cloro-
17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona) en el cerebro de
ratas adultas. Se utilizaron 12 ratas adultas de 500 g
distribuidas aleatoriamente en grupos de 6, que fueron
tratadas con 4-cloro-17o-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona
(4mg/kg/dia), 6 vehiculo, durante 5 dias. Al término del
tratamiento los animales fueron sacrificados por
decapitacion y el cerebro disecado para realizar la
medicion de actividad Na*, K* ATPasay los niveles de
peroxidacion de lipidos (TBARS) mediante espectrofo-
tometria, y los niveles de GSH por espectrofluorometria.
La actividad de Na*, K* ATPasa y ATPasa total se
incremento ligeramente en los grupos de animales con
tratamiento del nuevo esteroide, y solo la ATPasa total
presentd diferencias significativas (p<<0.05), respecto
a su grupo control. Los niveles de GSH y de
peroxidacion de lipidos disminuyeron, pero Gnicamente
TBARS mostro6 diferencias significativas (p<<0.05), en
el grupo de animales con tratamiento del nuevo
esteroide vs el grupo control. Los resultados sugieren
que el 4-cloro-17o-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona
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administrado durante un corto periodo de tiempo, dis-
minuye la peroxidacién de lipidos y altera la fluidez de
la membrana en cerebro de ratas adultas, como
resultado de sus modificaciones estructurales.

Palabras clave: esteroides, peroxidacion de lipidos,
ATPasa, cerebro.

ANTIOXIDANT EFFECT OF NEW SYNTHETHIC
STEROID (4-CHLORO-17a-ACETOXY-4-
PREGNENE-3,20-DIONE) IN ADULTS RAT BRAIN

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the
antioxidant effect of a new steroid (4-chloro-17c-acetoxy-
4-pregnene-3,20-dione) in rat brain. Twelve adults rats
of 500g were randomly distributed in groups of 6 that
were treated with 4-chloro-17a-acetoxy-4-pregnene-
3,20-dione (4 mg/kg/day), or vehicle, administered
during 5 days. At the end of treatment all animals were
sacrificed and the GSH levels in the brain were
measured by fluorescence method, as well as lipid
peroxidation (TBARS), Na*,K*-ATPase and total
ATPase enzymatic activity by spectrophotometry
methods. Na*,K*-ATPase and total ATPase activities
increased, only the total ATPase activity increase was
significant as compared to the control group (p<<0.05).
In the group that received 4-chloro-17a-acetoxy-4-
pregnene-3,20-dione the GSH levels remained equal,
as compared to the control group. The most important
alteration was observed in the lipid peroxidation levels
of the steroid group, because TBARS levels diminished

95


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

Arch Neurocien (Mex)
Vol 12, No. 2: 95-99; 2007

Efecto antioxidante de nuevo ester oi de sintético (4-cloro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona)

significantly (p<<0.05) in the group receiving the steroid
vs the control group. The results of this study suggest
that the steroid 4-chloro-17o-acetoxy-4-pregnene-3,20-
dione in a single dose in short period of treatment
altered the lipid peroxidation and the membrane fluidity
both in brain adult animals, as consequence of their
structural changes.

Key words: steroids, lipid peroxidation, ATPase, brain.

0s esteroides son biomoléculas con la estruc-

tura base del ciclopentanoperhidrofenantreno?.

Dos esteroides derivados del colesterol, son
testosterona y progesterona?. La testosterona se con-
vierte en 5a-dihidrotestosterona por la enzima
5a-reductasa®, provocando varios desoérdenes en el
sistema endocrino (ES); la progesterona y sus metabo-
litos son biosintetizados por las células gliales en el
sistema nervioso central (SNC) y por las células de
Schwann en el sistema nervioso periférico®, lo cual ex-
plica la participacion de los neuroesteroides en varios
aspectos de la conducta sexual®, la actividad neuronal,
el aprendizaje y la memoria®, entre otras funciones.
Diversos estudios sugieren que los estrogenos pueden
ser una util herramienta en la terapia o prevencion de
enfermedades neurodegenerativas’, las cuales son in-
ducidas principalmente por la presencia de radicales
libres (RL) en el SNC.

Los RL son especies reactivas que poseen un
electron desapareado, provenientes de nitrégeno y
oxigeno principalmente, este Ultimo ha sido implicado
en mecanismos de disfuncién del cerebro con desor-
denes neurodegenerativos relacionados con la edad?.
Una alternativa para combatir la presencia de estos
radicales libres enddgenos inducidos por el enve-
jecimiento y la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas, requiere de la presencia de
glutatiéon (GSH), cuya deficiencia ocasiona estrés
oxidativo (EO)°. Un mecanismo de accién propuesto
para el GSH, es cuando el 6xido nitrico (NO)
interacciona con GSH reducido, formando S-
nitrosoglutathiéon (GNSO), cuyo proceso depende de
la presencia de oxigeno enddgeno?®®. Esta interaccion
se explica como consecuencia del catabolismo del
NO, el cual necesita de GSH para su difusion celular.
El GSH es el principal regulador del equilibrio redox,
y colabora en la proteccién de los tejidos que estan
expuestos a los agentes oxidantes, debido a que los
radicales libres tienen como principal objetivo el dafio
sobre los lipidos de la membrana celulart, la cual esta
integrada también por diversas proteinas, entre las que
se encuentra la enzima Na*, K* ATPasa, enzima res-
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ponsable del intercambio iénico'?. Aunque se desco-
noce su mecanismo de accién, algunos estudios
muestran que los estr6genos son antioxidantes natu-
rales para la peroxidacion de lipidos en la membrana®,
haciendo hincapié en que sus modificaciones es-
tructurales son béasicas para su funcién como
antioxidantes. Con base a lo anterior, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto antioxidante del
nuevo esteroide sintético 4-cloro-17ca-acetoxi-4-
pregnen-3,20-diona en el cerebro de ratas adultas,
mediante los siguientes indicadores bioquimicos:
GSH, TBARS, Na*, K* ATPasa y ATPasa total.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 12 ratas adultos (500 g), machos,
de la cepa Wistar y se formaron aleatoriamente dos
grupos de seis animales cada uno. El grupo control re-
cibi6 el vehiculo y el grupo problema fue tratado con
el nuevo esteroide sintético 4-cloro-17a-acetoxi-4-
pregnen-3,20-diona (esquema 1) (4mg/kg/dia), durante
5 dias por via intraperitoneal (i.p.). Ambos grupos fue-
ron alimentados con dieta de roedor para bioterio y
con agua libre demanda. Al término del tratamiento, los
animales fueron sacrificados por decapitacion y su
cerebro fue colocado en NaCl 0.9% a 4°C; después se
realizé la diseccion del cerebro en corte sagital. La mi-
tad izquierda del cerebro se homogeneizo en 5
volumenes de TRIS-HCI 0.05M, pH 7.2, para la deter-
minacion de la peroxidacion de lipidos y la actividad
de Na*, K* ATPasa; y la mitad derecha se homoge-
neizo en 5 volimenes de acido perclorico (HCIO,)
0.1M, para la determinacion de GSH. Las muestras fue-
ron mantenidas a -20°C hasta su andlisis. Durante el
estudio, los animales fueron mantenidos en cajas ce-
rradas y con fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad.
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Esquema 1. Estructura quimica del nuevo esteroide sintético (4-clo-
ro-17c.-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona).
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Todo procedimiento experimental cumplié con la au-
torizacion del Comité para el Uso y Cuidado de
Animales de Bioterio de la Institucion.

Determinacion de la actividad de Na*, K* ATPasa y
ATPasa total

La técnica fue realizada utilizando aproximada-
mente 700 ug de proteinas del homogenado de
cerebro en tris-HCI 0.05M, las cuales fueron incubadas
durante 15 min en un medio conteniendo lo siguiente:
3mM MgCl,, 7mM KCI, 100mM NaCl, con o sin
ouabainal®. Después de este tiempo se afadieron 4
mM de tris-ATP y se incubaron por 30 min a 37°C con
agitacion en un bafio Dubnoff Labconco. La reaccion
fue detenida con 100 pl de acido tricloroacético al
10%. Las muestras fueron centrifugadas 100 g duran-
te 5 min a 4 °C, y una alicuota del sobrenadante fue
utilizada para medir el fésforo inorganico (P,) median-
te el método propuesto por Bonting, et al . La
absorbancia se midi6 del sobrenadante a 660nm usan-
do un espectrofotometro helios-o. de UNICAM, vy la
diferencia de esta absorbancia entre las soluciones con
y sin ouabaina fue considerada como la actividad de
Na*/K* ATPasa y expresada en pM Pi/g tejido hume-
do/min, mientras que la ATPasa total fue obtenida en
ausencia de ouabaina.

Técnica para medir peroxidacién de lipidos (TBARS)

La determinacion de la peroxidacion de lipidos
se llevd a cabo mediante la técnica modificada de
Gutteridge, et al '°, se homogeneiz6 cada tejido en
5 ml de amortiguador de fosfatos pH 7.4, del cual se
tomo6 1 mly se le agreg6 2 ml de &cido tiobarbitdrico
(TBA), conteniendo: 1.25 g de TBA, 40 g de acido
tricloroacético (TCA), y 6.25 ml de acido clorhidrico
concentrado (HCI), diluidos en 250 ml de H,O
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Figura 1. Actividad de Na*, K* ATPasa en cerebro de ratas tratadas
con 4-cloro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona y en ratas control
que sblo recibieron vehiculo. Valores promedio + D.E. (p=0.05).

desionizada, y se calent6 a temperatura de ebullicién
por 30 min (thermomix 1420). Después se coloco las
muestras en bafio de hielo durante 5 min y se
centrifugé a 3,000 g durante 15 min, (Sorvall RC-5B
Dupont). Las absorbancias del sobrenadante fueron
leidas por duplicado a 532 nm en espectrofotémetro
(heAios-oo de UNICAM). La concentracidon de sustancias
reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) fueron expre-
sadas en uM de malondialdehido/g de tejido himedo.

Técnica para medicion de glutatién reducido (GSH)

Los niveles de GSH se midieron a partir del
sobrenadante de tejido homogeneizado en HCIO,,
obtenido después de centrifugar a 5,000 rpm durante
5 min, de acuerdo a una modificacién de la técnica
reportada Hissin y HifY". En un tubo de ensayo se co-
locaron 1.8 ml de amortiguador de fosfatos pH 8.0
con EDTA 0.2%, una alicuota de sobrenadante de
HCIO,, 100ul de orto-oftaldialdehido (OPT) en concen-
tracion de 1mg/ml en metanol, toda la mezcla se
incubd durante 15 min a temperatura ambiente en os-
curidad total, al término de la incubacién las muestras
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Figura 2. Actividad de ATPasa total en cerebro de ratas tratadas con
4-cloro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona y en ratas control que sélo
recibieron vehiculo. Valores promedio + D.E. (*p<0.05).
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Figura 3. Niveles de GSH en cerebro de ratas tratadas con 4-cloro-
17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona y en ratas control que sélo
recibieron vehiculo. Valores promedio + D.E. (p=0.05).

97



Arch Neurocien (Mex)
Vol 12, No. 2: 95-99; 2007

Efecto antioxidante de nuevo ester oi de sintético (4-cloro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona)

se leyeron en un espectrofluorometro Perkin Elmer LS
55, con longitudes de excitacién 350 nm y emisién
420 nm. Se utilizé un software FL Win Lab version
4.00.02. Los valores fueron inferidos en una curva
estandar previamente estandarizada y se reportaron
como nM/g de tejido hiumedo.

Analisis estadistico

Se utilizé la prueba estadistica de t de student
para muestras independientes. En los casos donde no
existi6 homogeneidad de varianzas se emple6 la prue-
ba de U de Mann Whitney. Los valores de p<0.05
fueron considerados estadisticamente significativos®®.

RESULTADOS

La actividad de la enzima Na*, K* ATPasa en
cerebro de ratas con 4-cloro-17o-acetoxi-4-pregnen-
3,20-diona fue similar en el grupo de animales tratados
con esteroide sintético y en los animales del grupo control
(vehiculo). (p<0.05) (figura 1).

La actividad de la enzima ATPasa total en
cerebro de ratas con tratamiento de 4-cloro-17a-
acetoxi-4-pregnen-3,20-diona fue mayor respecto a la
del grupo control (p<0.05) (figura 2).

Los niveles de glutation en cerebro de ratas tra-
tadas con 4-cloro-17o-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona
fueron similares en el grupo de animales con tratamien-
to de esteroide y en los animales del grupo control.
(p=0.05)(figura 3).
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Figura 4. Niveles de peroxidacion de lipidos en cerebro de ratas
tratadas con 4-cloro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona y en ratas
control que soélo recibieron vehiculo. Valores promedio + D.E.
(*p<0.05).

Los niveles de peroxidacion de lipidos en cere-
bro de rata fueron significativamente menores en el
grupo de animales con tratamiento de 4-cloro-17c-
acetoxi-4-pregnen-3,20-diona que en los animales del
grupo control. (p<0.05) (figura 4).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La actividad enzimética de Na*, K* ATPasa y
ATPasa total (Ca?* y Mg?* ATPasa) se incrementd en
el cerebro de ratas adultas tratadas con 4-cloro-17o-
acetoxi-4-pregnen-3,20-diona, probablemente como
consecuencia de una alteracion de la fluidez de la
membrana. Este incremento podria tener un efecto pro-
tector contra el dafio neuronal, tal como lo sugieren
los estudios realizados por Sato, et al ¢, quienes pro-
ponen que el uso de esteroides en el SNC impide la
inhibicion de la enzima Na*, K* ATPasa, efecto asocia-
do a enfermedades isquémicas y a la deficiencia de
ATP en el cerebro.

La disminucion en los niveles de peroxidacion
de lipidos en el cerebro de las ratas tratadas con 4-clo-
ro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona indica un efecto
antioxidante de la integridad celular en el cerebro, que
pudiera ser atribuido a la presencia de cloro en el ani-
llo A, debido a que probablemente este haldbgeno en
C-4 estabiliza la formacién de la cetona a,b-insaturada
en C-3, induciendo mayor efecto lipofilico al esteroide,
el cual puede interactuar de forma semejante a la pre-
sencia de grupos hidroxilo. Estos resultados son
semejantes a los reportados por Behl, et al , quienes
sugieren que la actividad antioxidante neuroprotectora
de los estrégenos es dependiente de la presencia de
los grupos hidroxilo en el C-3 sobre el anillo A de la
molécula esteroidal, pero es independiente de una
activacion de los receptores estrogénicos. Por otra
parte, los estudios realizados por Green, et al 2, sugie-
ren que los esteroides con al menos tres anillos del
nacleo esteroidal son necesarios para lograr actividad
neuroprotectora de estrégenos, mientras que Sugioka,
et al 13, opinan que a pesar de desconocer el mecanis-
mo para inhibir la peroxidacion de lipidos mediante
hormonas femeninas, quizas estos compuestos pueden
donar atomos de hidrégeno de sus grupos hidroxilo e
intervenir en las reacciones en cadena de los radica-
les peroxilo. Los hallazgos de este ultimo autor
pudieran explicar el comportamiento del éster acetoxi
en C-17 sobre el anillo D, en el nuevo esteroide sinté-
tico estudiado; asimismo, la falta de efecto del
esteroide sobre los niveles de glutation en el cerebro.
Es importante hacer notar que los estrdgenos este-
roidales tienen su aplicacién principalmente en
individuos femeninos, y que el nuevo compuesto sin-
tético que se encuentra en experimentacion, debe su
origen y fue disefiado para sujetos experimentales
masculinos?23, con el fin de obtener un compuesto
con actividad antiandrogénica. Basandose en los re-
sultados del presente estudio in vivo, se sugiere que el
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compuesto 4-cloro-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona
posee actividad antioxidante y modifica parcialmente
la fluidez de la membrana en cerebro de ratas adultas
macho, como consecuencia de sus modificaciones
estructurales.
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