Acta Médicadel Valle

Vol. 11 No. 3 - 1980

o

uccidn de anilina hidroxilasa por la
hormena adrenocorticetrépica y la

dexametasona
Vicente Piazuclo Morer, D.Sc.! y Luis Enrique Chin-
chilla Watson®
EXTRACTO

La dm:mstracion invivo de Ia hormona udrma- '
corticotropica (ACTH) produce induccién de las
oxidasas de funcién mixta {OFM) microsomales
en el higade de ratén si se utiliza anilina como
sustrate. El comportamiento inductive semeja
el patron natural, pues muestra una induccisn
temprana con disminucién posterior como res-
puesta a una sola dosis de hormona, a diferencia
de 1o observado comunmente para otre txpo de
inductores. El suministro progresivo y crecien:
te de la hormona presenta un efecto de satura-
cién. La administracion del glucocorticoide de-
xametasona reproduce los resultados obtenidos |
“con ACTH, lo cual esta de acuerdo con la hipéte:
__sisde que el efecto es mediado por ln cortezasu- _
prarrenal. La inhibicion del efecto inductive ;mr -
cicloheximida sugiere In smtesxs de novo d" ' '
_teina enzxmatica. v

INTRODUCCION

Es sabido que la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) ac-
tita sobre la corteza suprarrenal liberando corticoides y que la
administracion de estos Gltimos, naturales o sintéticos, indu-
ce en forma no especifica, la actividad de las oxidasas de fun-
cién mixta (OFM) microsomales hepaticas*™,

La actividad de las OFM es nula o casi nula en fetos y anima-
les recién nacidos™® pero aumenta en periodos bien definidos
de la vida fetal o post-natal®’. Los injertos de glandula pitui-
taria, region anterior, sobre la membrana corioalantoidea del
huevo® y la administracién de ACTH y algunas hormonas es-
teroides a embriones de pollo® produjeron un desarrollo pre-
coz de las OFM. La adrenalectomia disminuye, en general, la
actividad enzimatica'®? y la administracién de ACTH, con-
1. Profesor Asociado, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Divisién de Salud, Universi-

dad del Valle, Cali, Colombia.
2. IS8, San José de Costa Rica.

tra lo que era de esperar, produce una disminucién mas que
induccién en la actividad de las OFM ensayadas in vitro,

cuando se compara con animales tratados con glucorticoi-
desh 13,

La falta de coherencia en los hallazgos experimentales para
ACTH y glucocorticoides, no parece fundamentar el concep-
to generalmente aceptado, de que la via hipotalamo-hipéfisis-
corteza suprarrenal, esté involucrada en los procesos
inductivos de estos sistemas enzimaticos microsomales. Sin
embargo, esa falta de coherencia se puede atribuir a que los
autores no consideran la secuencia temporal de eventos natu-
rales que ocurren en la liberacién de la hormona hipofisaria,
su accidn sobre la corteza, sobre el proceso inductivo o los fac-
tores ambientales que pueden influir en estos eventos.

El objetivo de este trabajo fue comprobar que la administra-
cién de ACTH y dexametasona da resultados reproducibles si
se tienen en cuenta los tiempos que median entre la liberacion
natural de ACTH y la produccién consecuente de glucocorti-
coides. La administracién oportuna de cicloheximida permi-
tird contribuir a dilucidar el mecanismo inductivo.

MATERIALES Y METODOS

Para cada experimento y en el grupo control correspondien-
te se usaron 5 ratones machos adultos, cepa CFW, suministra-
dos por el Departamento de Microbiologia de la Universidad
del Valle, cuya edad promedio era 45 dias y con pesos entre 28

y33g

Resulta interesante consignar las condiciones ambientales de
la colonia, pues solo se iluminaba exclusivamente por luz ar-
tificial durante 2 horas en la mafiana que coincidian con el
tiempo de alimentacion y limpieza. La dieta, a base de torta
de soya, se restringié a una racién por dia y agua ad libitum.
Los ratones se separaron de su medio tinicamente por perio-
dos cortos de tiempo para los estudios que asi lo requerfan.

Los reactivos utilizados se obtuvieron en el comercio. Las sus-
tancias bioquimicas fueron: 1) Hormona adrenocorticotrépi-
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ca, ACTH, Sinaptén depésito®, 2) Cicloheximida® y 3) De-
xametasona, Decadronal®. Para su aplicacién se empled
siempre la via intraperitoneal.

Los 5 ratones del primer grupo recibieron 1 unidad interna-
cional (UI) de ACTH, y se sacrificaron entre 6 y 24 horas des-
pués a intervalos de 3 horas.

A los animales de un segundo grupo se les dio una sola dosis de
0.2, 0.5y 1.0 UI de ACTH para sacrificarios 12 horas mas

tarde.

En un tercer tipo de experimento los ratones se inyectaron con
1.0 UL de ACTH. Ala hora se les aplicé cicloheximida en pro-
porcién de 2 mg/kg de peso, dosis que se repiti6 a las 6 horas
siguientes. El sacrificio se hizo 12 horas después de haber ad-
ministrado la ACTH.

En la cuarta experiencia se usé 1.5 mg de dexametasona, que
equivalen a 5 mg/100 g peso, concentracién que es la habi-
tual en estudios de esta naturaleza'®'’. Los animales se sacri-
ficaron 10 horas después.

Los ratones contreles, en cada grupo, recibieron voliimenes
similares de solucién 0.15 M de cloruro de sodio. Los animales
se exsanguinaron y se les extrajo el higado para homogenei-
zarlo con tampén fosfatado 0.1 M, pH 7.4, y centrifugarlo a
10,000 g. Una alicuota de la fraccién microsomal sobrena-

dante, se incubd con anilina como sustrato y se determino la
actividad de la anilina hidroxilasa por el p-amino-fenol (p-
AF) producido, segiin el método de Imai y colaboradores tal
como lo describen Japundzic et al.* y Bend et al.!%. Las con-
diciones éptimas para el ensayo in vitro se habian estableci-
do en una serie de experimentos previos donde se determing,
el efecto sobre la actividad enzimatica de la concentracién de
sustrato, el tiempo de incubacidn, la concentracién de pro-
teina y la concentracién de niacina-adenina-dinucleétido fos-
fato (NADPH). En un ensayo tipico 1 ml de la mezcla de in-
cubacién contenia: anilina, 15 umol; NADPH, 0.4 umol; Mg
Cl,, 5 umol; fosfato, 100 umol (pH 7.4); y sobrenadante equi-
valente a 1.5-2.5 mg de proteina. La incubacién se hizo por 20
min. a 37°C agitando entre 110 y 120 oscilaciones por min;
después se afiadieron 1.5 ml de 4cido tricloroacético (ATCA)
al 20%; se filtré v a 1 ml del filtrado se afadieron 1 ml de solu-
cién al 10% de Na,CO; y 1 ml de fenol al 2% en NaOH 0.2N.
La absorbancia (A) se determiné 30 min. mas tarde a 630 nm
y se calculé el p-AF en una curva estindar obtenida previa-
mente. Para conocer el contenido en proteina del
sobrenadante se sigui6 el método de Lowry et al.'®

Cada valor en la representacién grafica es el promedio de 5
determinaciones * desviacién estindar. Las diferencias y sig-
nificancias se representan con respecto a animales, control
de 12 horas (9 pm). El tratamiento estadistico indica que las
diferencias son significativas.
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Figura 1. Efecto de la ACTH (1 Ul} sobre la actividad enzimética de la anilina hidroxilasa. Cada animal se inyectd por via ip con solucién de NaC10.15 M (controles) o con una suspension de
ACTH a una hora definida (9 a.m.) y la actividad enzimética se determiné a las horas indicadas. Cada punto se basa en la determinacion de la actividad enzimética que se expresa coma grmol

de p-AF formado por hora™ y por mg™' de proteina. Las barras verticales representan las desviaciones estandar de las medidas en 5 animales.
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Figura 2. Efecto de la ACTH (1 Ul aprox.) sobre el contenido de proteinas de la fraccién sobrenadante de 10000 g de homogencizados hepaticos de ratén. Cada valor se basa en la determina-
cién del contenido de proteina expresado como mg de proteina por g de higado total. Las barras verticales representan las desviaciones estandar de las medidas hechas en 5 animales.
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Figura 3. Efecto de la ACTH (1 Ul aprox.) sobre el peso del higado y variacién normal del mismo con reg,
total, £ desviacién estandar para 5 animales.
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RESULTADOS

1. Efecto de la ACTH: (A). Sobre la actividad de la anilina
hidroxilasa la ACTH presenta una accidn prolongada segiin
se determina in vitro. En los controles la actividad méaxima,
se encuentra a las 12 horas después de la inyeccion (Figura 1)
(B). Sobre el contenido de proteinas totales y peso total de hi-
gado se experimenta una disminucién que alcanza su punto
mas bajo a las 12 horas después de la inyecciéon (Figura2). La
Figura 3 ilustra la relacién en porcentaje frente al tiempo del
peso higado total/peso corporal de los animales. (C). Efecto
de saturacion: la actividad de la anilina hidroxilasa aumenta
con las cantidades de ACTH administradas hasta obtener un
méaximo. La saturacién se observa no sélo enla actividad de la
anilina hidroxilasa sino también en el contenido de proteinas
totales expresado en mg de proteina/g de higado. En este l-
timo caso hay una disminucién de la proteina hepatica al
aumentar la administracién de ACTH. Tal efecto se muestra
en la Figura 4. Es de advertir que los resultados estan de
acuerdo con el patrén de comportamiento general para pro-
teina y ACTH que aparece en la Figura 1.

2. Accién de la cicloheximida. Si el efecto producido porla
ACTH es o no consecuencia de la sintesis de novo de anilina
hidroxilasa, se puede evidenciar por administracién de ciclo-
heximida. La Figura 5 representa la accién de la cicloheximi-
da en un experimento que se realiz6 en el tiempo observado
previamente de inducci6n maxima por ACTH. Enellaes cla-
ro que la cicloheximida anula el efecto de la ACTH sobre la
actividad enzimatica.
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Figura 4. Efecto de ta ACTH (de 0 a | UT) sobre la actividad enzimatica de la anilina hidro-
xilasa y sobre el contenido de proteina del sobrenadante. Cada punto se basa en la determi-
nacién de la actividad enzimatica de la reaccién catalizada, expresada como ptmol de p-AF
formado por hord™ y por mg™ de proteina (e————s) o mg de proteina por g de higado de Ia
fraccién (o———o). Las barras verticales representan las desviaciones estandar de las me-
didas en 5 animales.
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Figura 5. Efecto de la cicloheximida (2 mg/kg) sobre la actividad enzimatica de la anilina hi-
droxilasa (A) y sobre el contenido de proteina de la fraccién sobrenadante (B) en animales
tratados con ACTH. Cada punto se basa en el promedio de la actividad enzimatica de la rea-
cién catalizada que se expresa comogimol de p-AF formado por hora y por mg! de proteina;
o mg de proteina por g de higado total. Las barras verticales representan las desviaciones es-
tindar de las medidas en 5 animales.
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Figura 6

Figura 6. Efecto de la ACTH y de la dexametasona, sobre la actividad enzimatica de la ani-
lina hidroxilasa (A} y sobre el idode p del sobrenadante (B). Cada punto es el
promedio de la medida de la reaccién catalizada, expresada por los umol de p-AF formado
por hora' y por mg' de proteina, o mg de proteina por gramo de higadototal. Las barras ver-
ticales representan las desviaciones estindar de las medidas en 5 animales.
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El hecho de que la ACTH produzca una disminucién del con-
tenido proteico que no se modifica por cicloheximida (Figu-
ra 5B), sugiere un proceso inductivo que depende de la sin-
tesis de proteina enzimatica a nivel de traduccién.

El suministro de cicloheximida una hora después de la admi-
nistracién de ACTH serealiza para minimizar una posible in-
terferencia en la corticoneogénesis inducida por ACTH, la
cual puede depender también de la sintesis de proteina enzi-
mdtica. El efecto final se podria deber a disminucién en los
glucocorticoides y no a inhibicién de la induccién que ellos
median.

3. Efecto de la dexametasona. El glucocorticoide sintético
dexametasona, presenta sobre las OFM una accién inducto-
ra mayor que los glucocorticoides naturales. Si los efectos de
la ACTH a las 12 horas son mediados por la corteza supra-
rrenal, es de esperar que los resultados se puedan reproducir si
los animales se tratan con dexametasona.

Es posible, sin embargo, que el tiempo de accion sea inferior a
las 12 horas, habida cuenta que la ACTH produce niveles
maximos de glucocorticoides circulantes alrededor de 2 ho-
ras después de darla por cualquier via.

Sise administra dexametasona 10 horas antes de sacrificar los
animales se obtienen los mismos valores de actividad de la

anilina hidroxilasa y de contenido proteico del sobrenadan-
te que los observados con ACTH (Figura 6).

DISCUSION

Aungue estd perfectamente establecido que la ACTH actiia
sobre la corteza suprarrenal produciendo la elevacién de cor-
ticosteroides, y que éstos inducen en forma no especifica la ac-
tividad de las OFM™, otros trabajos"! indican que la ACTH
exogena no incrementa la actividad de las OFM durante los
periodos estudiados. Es posible que quienes presentan tales
informes no tengan en cuenta la secuencia temporal de even-
tos naturales que ocurren en el alza de ACTH y en su accién
sobre la corteza, asi como los factores del medio ambiente que
pueden incidir sobre dicha secuencia.

Los resultados que aqui se informan demuestran que la
ACTH reproduce perfectamente los efectos de los glucocorti-
coides sobre las OFM siempre y cuando haya la precaucién
de administrar las hormonas y hacer las determinaciones de
acuerdo con un esquema que tenga en cuenta las variaciones
en actividad de las OFM y de las proteinas hepaticas que ocu-
rren después de administrar la ACTH. Esos efectos incluyen
una induccién temprana y una disminucién posterior de acti-
vidad de la anilina hidroxilasa. Esta disminucién se puede
atribuir a inhibicién de la sintesis de nove inducida o a la in-
hibicién de las enzimas formadas durante el periodo de induc-
cién, o a la degradacién de estas mismas enzimas en ausencia
del inductor.

Sin descartar las dos Gltimas probabilidades, los mecanismos
para la induccién de ciertas enzimas por glucocorticoides que
dan otros autores'®’", permiten sugerir que la accién de la
ACTH, en estos experimentos, se ajusta a su modelo de induc-

cién temprana seguida de inhibicién posterior de la anilina
hidroxilasa. En efecto, aqui se cumplen algunas caracteristi-
cas propuestas para tales mecanismos. A saber: 1) Periodo de
latencia de 1 6 2 hr desde la administracién del esteroide has-
ta la aparicién del aumento de actividad enzimitica. 2)
Aumento posterior de la sintesis proteica, lo que implica sin-
tesis de novo de proteina enzimatica. 3) Induccién maxima 8
a 10 horas después del tratamiento con el esteroide. 4) Inhibi-
cién de sintesis proteica a nivel de traduccién por la ciclohexi- -
mida, que impide que la inducci6n se promueva, osi ya se ha
iniciado hace que retorne a sus niveles basales.

De trabajos de otros autores'®'” se deduce que la accién glu-
cocorticoide sobre enzimas inducibles, diferentes a las OFM,
sigue un patrén de acuerdo con el cual el inductor produce un
incremento temporal en la sintesis de dichas enzimas que se
traduce en una mayor actividad. Sin embargo, €l efecto no es
sostenido y decae después de un tiempo que generalmente no
sobrepasa las 12 hr para volver a niveles basales luego de 18
hr. Como para que la actividad se mantenga es necesario la
presencia continua del glucocorticoide, se podria pensar que
una sola descarga a niveles fisiclogicos in vive debe provocar
aumento y disminucién posterior del efecto preducido. La
ausencia del efecto en los ensayos in vitro'®'” se puede expli-
car porque el esteroide se elimina del medio de incubacién
como consecuencia del proceso de preparacién.

A diferencia de lo observado cuando se dan glucocorticoides
de accién prolongada en concentraciones suprafisioldgicas, la
administracién de altas dosis de ACTH no promueve un
aumento enla induccién de las OFMb'*. Este hallazgo se pue-
de explicar de acuerdo con nuestros resultados por el efectode
saturacién (Figura 4),

La anulacién del efecto de la ACTH sobre la actividad de la
anilina hidroxilasa producida por la cicloheximida (Figura 5)
sugiere que se trata de un proceso inductivo dependiente de la
sintesis de proteina enzimitica.

Las observaciones (Figura 6) comparativas de la accién de la
ACTH y la dexametasona, realizadas dentro de las 18 horas,
tiempo al cabo del cual la actividad inducida por ACTH re-
gresa a sus valores basales, permiten concluir que, en uno y
otro caso, se producen aumentos similares de actividad enzi-
matica. Estos resultados estan conformes con la hipétesis de
que la ACTH actia sobre las OFM a través de la corteza su-
prarrenal y no en forma directa sobre el hepatocito. La mar-
cada oscilacion de los controles en la Figura 1, que indica la
presencia de una de las llamadas enzimas con ritmo circadia-
no, sera objeto de otro articulo.

SUMMARY

Adrenocorticotropic hormone (ACTH) in vive administra-
tion causes microsomal mixed function induction when anili-
ne is used as substrate. The induction pattern is similar to that
found on the normal conditions, showing an early induction
with a late decrease in activity as an answerto a single dosis of
the hormone. This behavior is different from the one observed
with other types of commonly used inductors. The progres-
sive increase in the administration of the hormone shows a sa-
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turation effect. Glucocorticoid dexametasone administration 7. 3"“‘“4&5‘ M., Renton, K. W.y Ef';‘}‘ NA‘:J ?lcvebpm‘"‘ of hepatic microsomal
reproduces the results obtained with ACTH and it is in Goos, 160 e ImmauremAanc lemale . & e Tlaw 152
accord with the hypothesis that this effect is mediated by the 8. Wishart, G. J. y Dutton, G. J.: Precocious development of detoxicating enzymet pitui-
adrenal cort The inhibiti fthe inducti b icloh tary graft. Nature 252: 408-410, \974._
" €X. N inhipition o ¢ induction by ciclohexa- 9. Leakey, J. y Dutton, G. J.: Precocious development ia vive of UDP-glucurony! trans-
miede suggests the involvement ofenzyme de novo SynthCSiS. ferase and aailine hydroxilase by corticosteroids and ACTH using a simple new “conti-
nuous flow” technique. Biochem Bioph Res Comm 66: 250-254, 1975.
10. Conney, A. H.: Pharmacological implications of microsomal enzyme induction.
Pharm Rev 19: 317-366, 1967.
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