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-

ABSTRACT. Thalidomide at concentrations of 10,5 and 1 yg/ml inhibits
the selective release of acid hydrolases from macrophages exposed to
immune-complexes dispersed along non phagocytable surfaces, Thali-
domide could inhibit leprotic reaction through a direct effect on the
release of acid hidrolases from mononuclear cell phagocytes exposed to
immune complexes.

RESUMEN. La talidomida a las concentraciones de 10,5 y 1ug/ml inhi-
be la liberacion selectiva de hidrolasas dcidas de macréfagos expuestos
a inmunocomplejos depositados sobre superficies no fagocitables. La
talidomida pudiera inhibir la reaccion leprética a través de un efecto
directo sobre la liberacion de hidrolasas acidas de células fagociticas
mononucleares expuestas a inmunocomplejos.

INTRODUCCION

La Talidomida se usa en el tratamiento de la lepra. Los pacientes que pa-
decen de lepra lepromatosa sufren ataques agudos inflamatorios deno-
minados reaccién leprética, {(RLL) en dichas reacciones aparecen lesio-
nes inflamatorias en Ia piel (eriterna nodoso, eritema multiforme, vas-
culitis necrotizante), articulaciones, ojos y nervios. Esta entidad ha sido
considerada como una forma de fenémeno de Arthus y/o enfermedad
por inmunocomplejos'?. Esto ultimo junto con el papel ya sefialado que
pueden jugar los inmunocomplejos en la patogenia de la reaccién le-
pritica de la lepra lepromatosa y otras enfermedades inflamatorias cro-
nicas nos sugieren la utilidad de conocer la accién de esta droga sobre
exocitosis de enzimas lisosomales inducidas por inmunocomplejos en
nuestro sistema experimental.
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Todos los reactivos quimicos y substratos fueron de las firmas BDH,
Sigma y Koch Ligth. El medio 199 de Grand Island Biological Co. El
suero bovino fue obtenido en el laboratorio de cultivo de tejidos del
CENIC. La Talidomida fue suministrada por Griinenthal, Stolberg
(FRG).

Animales

Se emplearon ratones machos o hembras del bioterio del CENIC, cuyo
peso oscilaba entre 25 y 30 g.

Preparacion de la IgG anti HSA

El suero hiperinmune de conejo se obtuvo mediante el siguiente esquema
de inmunizacién: una primera inyeccién subcutinea en el lomo del ani-
mal de 1 ml con una suspension conteniendo 5 pg de albumina humana
sérica (HSA) y adyuvante completo de Freund, las tres inyecciones sema-
nales y posteriores se realizaron en forma idéntica pero sustituyendo el
adyuvante completo por adyuvante incompleto. El suero hiperinmune se
precipité con SONH, al 50% de saturacion. Las globulinas asi obtenidas
se dializaron contra tampdn fosfato 0.0175 M, pH 6,8. Después de diali-
zada la muestra se cromatografié en una columna de dietil amino etil
celulosa (DEAE) 23, obteniéndose como inmunoglobulina G (IgG) el
material que no sz unié a la columna. Se recogieron las fracciones de
acuerdo a la lectura de 280 nm en un espectrofotémetro y se verifico la
pureza de la misma segan describieron Cheise y Wage®.

Preparacion de los miliporos

Para la preparacion de los miliporos se siguid la técnica empleada por
Henson*, Se usaron filtros miliporos (Milipore Filter Corp) de 25 mm
de diametro. Los miliporos se esterilizaron en la autoclave antes de ser
sometidos a los distintos tratamientos. Después de esto se usaron sin
tratamiento posterior o sometidos a tratamiento con una solucién de
HSA (10 mg/ml), una hora a temperatura ambiente. Se lavaron tres
veces con CINa al 0,99 y posteriormente, se incubaron en una solucién
de IgG anti HSA de conejo (10 mg/ml) durante 45 minutos a 37°C,
lavandose tres veces con solucion salina fisioldgica.

Cultivo de macrdfagos

Los ratones fueron inyectados en la cavidad peritoneal con dos ml de
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medio de Thioglicolato estéril al 2,9%. Cuatro dias después de la inyec-
cién peritoneal se colectd el exudado peritoneal como describieron Cohn
y Benson®. El liquido obtenido se centrifugd a 800 r.p.m. y el botén ce-
lular se resuspendié en medio 199 -+ 10% de suero de ternero y antibio-
ticos, hasta obtener una concentracién final de 2 a 3 X 10* células por
ml. De esta suspensién se sembraron 2 ml en cada placa conteniendo
un miliporo, se incubaron durante 15 minutos a 37°C en atmdsfera de
95% de aire y 5% de CO:. Al cabo de este tiempo los miliporos se lava-
ron tres veces y se trasladaron a placas limpias que contenian medio
fresco, suero al 10% v antibidticos con o sin droga.

Para estudiar el efecto de la droga en nuestro sistema experimental, rea-
lizamos dos series experimentales: una que mantuvimos tres horas y
otra durante 6 horas. Para el experimento de 6 horas de duracién, los
macréfagos obtenidos de la forma habitual descrita anteriormente se
sembraron en miliporos tratados con el inmunocomplejo. Se realizé una
serie experimental usando siete grupos de cuatro placas cada uno. Un
primer grupo de placas contenia macréfagos cultivados sobre miliporos
sin tratar y sin droga (grupo control}, un segundo grupo que tenia mili-
poros tratados con el inmunocomplejo (HSA-IgG anti HSA) sin la droga
y los restantes cinco grupos conteniendo miliporos tratados con el in-
munocomplejo en las concentraciones siguientes: 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001
wg/ml,

En la segunda serie experimental escogimos las concentraciones de 0.1,
1y 10 pg/ml vy le anadimos la de 5 pg/ml ya que los efectos inhibitorios
de la droga estudiados fueron mayores en las concentraciones de 1 y
10 pg/ml. Se sembraron los macréfagos como describimos anteriormente
en seis grupos de cuatro placas cada uno, un primer grupo contenia
macréfagos cultivados sobre miliporos sin tratar y sin droga (grupo con-
trol), un segundo grupo con miliporos tratados con el inmunocomplejo
pero sin la droga y los cuatro restantes contenian miliporos tratados con
el inmunocomplejo y la droga a las concentraciones de 0.1, 1, 5 v 10
pg/ml. En todos los grupos experimentales tanto los que no tenian droga
como los que si la tenian, el disolvente (dimetil sulféxido) se encontré
siempre a una concentraciéon final de 0.1%. Los medios con drogas asi
como los medios con el disolvente, se afiadieron a los macréfagos en el
momento de sembrar los mismos y se mantuvieron hasta el final del
experimento, en este caso durante 3 y 6 horas.
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Estudio Bioquimico

Los grupos que formaron parte de las distintas experiencias se realiza-
ron siempre empleando cuatro placas como minimo para cada grupo.
Ademas, se incubé medio sin células en iguales condiciones al inicio de
cada experimento, procesandose dichas placas para obtener controles
de medio al inicio y al final de cada experimento.

Preparacion de homogeneizado celular

Al terminar los experimentos se aspiré el medio de cultivo. Lavamos las
placas una vez con CINa al 0.9% con 0.1% de Tritén X-100 dejando la so-
lucién durante una hora en contacto con el miliporo y asi obtener homo-
geneizado celular.

Determinaciones enzimdticas

Las determinaciones enzimaticas fueron realizadas a las muestras del
medio incubado con células v homogeneizado celular. También se reali-
zaron determinaciones enzimiticas a los medios incubados sin células
{blancos de medio). Las determinaciones se efectuaron en condiciones
que permitieron la liberacién lineal de los productos de la reaccién con
respecto al tiempo de incubacién y a la cantidad de muestra empleada.

Deshidrogenasa Ldctica. EC 1.1.127 (LDH). Determinamos la velocidad
de oxidacion del nicotinamida adenin-dinucledtido reducido a 340 nm,
siguiendo exactamente las intrucciones del biochemical LDH test com-
bination de la Boheringer. Expresamos los resultados en mU/1.10% cé-
lulas.

N-acetil B-D Glucosaminidasa. EC 3.2.1.30 Empleamos el método de
Woolen y cols.®. El substrato utilizado fue el p-nitrofenil 2-acetamido-
desoxy B-D glucopirandsido en tampén citrato 0.1 M.

B-Galactosidasa. EC 3.2.1.23 Determinamos su actividad por el método
de Conchie y cols.”. El substrato empleado fue el p-nitrofenil B-D galacto-
piranésido.

Catepsing B. EC 3.4.32.1 Utilizamos el método descrito por Barret®. Em-
pleamos como substrato benzoil DL arginino 2-naftilamida HCl en. di-
metil sulféxido.

Catepsina C. EC 3.44.9. Se determiné segun Finlay y cols.” Empleamos
como substrato gly-2-fenil alanina naftilamida disuelta en tampdn fosfato
0.1 M pH 6.5 a concentracién de 0.4 M.
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Conteo de células en los miliporos

Los filtros miliporos fueron procesados para su estudio al microscopio
éptico segan Shelton y Orenstein'®.

Se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en tampdn fosfato pH 7.4. Después
de lavados en PBS frio se tifieron con hematoxilina y eosina, deshidra-
tados con concentraciones crecientes de alcohol etilico, afiadiéndose dos
lavados en tolueno y dos lavados en xilol. En los miliporos tefiidos y
procesados de esta forma se contaron las células adheridas a los mismos
que en un 95% fueron macrdéfagos. El namero de células por milipore en
cada grupo experimental se determiné contando €] nimero de células
adheridas en 20 campos dz 0.072 mm?, los cuales se multiplicaron por
el factor del area del miliporo. Se contaron siempre cuatro miliporos por
cada grupo experimental.

Andlisis estadistico

Se utilizé un test de “t” previa comprobacién de homogeneidad en las
varianzas. Los resultados se expresaron como la media -+ desviacién stan-
dar de 4 valores.

RESULTADOS

Como se anrecia en la Fig. 1, en los cultivos de seis horas, el estudio
de la N-acetil B-D Glucosaminidasa mostré una disminucidn significativa
fp < 0.001) en el % de exocitosis con las concentraciones de 10, 1, 0.1,
0.01 pg/ml, siendo esta disminucién més intensa con las concentraciones
de 10 v 1 ug/ml. El estudio de la B-Galactosidasa mostré una disminu-
cién significativa (p < 0.001) en el ¢ de exocitosis con las concentra-
ciones de 1 y 10 pg/ml, asi como también una disminucién meaor
(p < 0.005) con la concentracion de 0.1 pg/ml. La catepsina B mostro
una disminucién significativa (p < 0.001) en el % de exocitosis con las
concentraciones de 1 y 10 pg/ml. La catepsina C presenté una disminu-
cién evidente (p < 0.001) con las concentraciones de 1 y 10 pg/ml y una
discreta disminucién (p < 0.02) con las concentraciones de 0.1 y 0.01
vg/ml. La actividad enzimadtica total se incrementé significativamente en
la Catepsina B a las concentraciones de 1 y 10 pg/ml (p < 0.005). La
actividad de la LDH no mostré variaciones significativas ni en su acti-
vidad en el medio ni en la actividad total en los distintos grupos.
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Como se aprecia en la Fig. 2, en los cultivos de tres horas, encontramos
una disminucidén signiticativa (p < 0.001) a las concentraciones de 1y 5
ng/ml, tanto de la actividad enzimatica de los medios como del % de
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Fig. 1. Macréfagos cultivados sobre miliporos tratados con inmunocomplejos v
distintas concentraciones de Talidomida durante é horas. Se expresa en las barras
el % de actividad en el medio con respecto a la actividad total (% de exocitosis).

exocitosis en las cuatro enzimas lisosomales estudiadas. La actividad en-
zimdtica total de las Catepsinas B y C se incrementaron significativa-
mente a las concentraciones de 1, 5 y 10 ug/ml. La actividad de la LDH
no mostré variaciones significativas ni en su actividad en los medios
ni en la actividad total en los distintos grupos.

Los valores encontrados de actividad enzimética, asi como del % de exo-
citosis en las distintas concentraciones se compararon siempre con los
valores encontrados en el segundo grupo de placas que contenian macré-
fagos cultivados sobre miliporos tratados con el inmunocomplejo pero
sin droga.
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Fig. 2. Actividad enzimatica de macréfagos cultivados sobre miliporos no tratados

(control), miliporos tratados con el inmunocomplejo ¥ miliporos tratados con el

inmunocomplejo y la Talidomida a distintas concentraciones. Las barras expresan

la actividad total y las zonas sombreadas de las barras expresan en nanomoles

de producto liberado/hora/1.106 células. La actividad de la LDH en mU/1.108
células.

DISCUSION

La Talidomida es altamente eficaz en el tratamiento de los sintomas y
signos de la reaccidn leprética!?, aunque no ejerce un efecto directo sobre
el Micobacterium Leprae y no cura la lepra'®, no conociéndose el meca-
nismo de accion de esta droga.

Existen algunos reportes sobre un posible efecto inmunosupresivo®, pero
son contradictorios. Gohiman-Yahr y cols.'*, sefialaron que, en la reaccién
leprética (RLL) la presencia de un gran numero de micobacterias muer-
tas, bajo ciertas condiciones, induce algin tipo de respuesta de hiper-
sensibilidad con lesiones inflamatorias en piel, ojos y articulaciones. Y
estos mismos autores (Gohiman-Yahr y cols.)'®, reportaron que la Tali-
domida fue efectiva en el tratamiento de estos sintomas. Estos autores
y otros'®! reportaron que en algunas formas de enfermedad por hiper-



226 : T. MOISES Y C. FINLAY

sensibilidad retardada existe una respues:a neutrofilica la cual es blo-
queada posteriormente por células mononucleares fagociticas y que estos
fenémenos pueden ser ocasionados originalmente por una linfoquina.
Es interesante szdalar que las células mononucleares fagociticas al igual
que los leucocitos polimorfonucleares generan superdxido cuando son
estimulados a través de sus recsptores de membrana con inmunocom-
plejos,’®1? y que a su vez estos cambios metabdlicos pueden acompanarse
de exocitosis de enzimas lisosomales®*'. Es posible, que la Talidomida
altere de alguna forma la via oxidativa que origina el superdxido y de
esta forma disminuyva ia liberacién selectiva de enzimas lisosomales.

La Talidomida es un derivado de la 2-6 piperidin-diona 'y el uso original
de la droga fue de indole hipndtica y sedativa. Al metabolizarse la mis-
ma, sufre una hidrolisis no enzimatica a pHI 74 de las uniones amidas
v cierta hidrolizacion de la molécula de acido talico, uniéndose una por-
cién de la droga a los acidos nucléicos. histonas y fosfalipidos. Esta por-
cién de la molécula original adquiere una capacidad acilante muy fuerte
y de ahi su gran reactividad. Es posible que al combinarse el grupe amino
primario v convertirse en un amino terciario, esto pudiera conferirle a
la molécula propiedades quimicas semejantes a las que poseen las fe-
notiazinas y algunos anestésicos, pudiendo a semejanzas de estas drogas,
desplazar el Ca de 'a membrana. Esto ultimo puede traer como conse-
cuencia una inhibicién de los procesos secretarios al alterar las propie-
dades de la membrana que tienen que ver con el proceso de fusion
celular®. Goldstein y cols.®®, mostraron que los anestésicos locales y las
drogas del tipo de las fenotiazinas inhibian la exocitosis de enzimas liso-
somales, la produccién de superéxido y ademds que agentes estabiliza-
dores de membrana, tales como, ciertos corticoides adrenales reducen
tanto la liberacién de¢ enzimas como la produccién de superéxido®. An-
teriormente, Hawkins® encontré que la hidrocortisona disminuye la
exocitosis de enzimas lisosomales en polimorfonucleares cultivados con
inmunocomplejos no fagocitables. No negamos que en el animal vivo
el efecto inmunosupresor d= la Talidomida asi como el que se le atri-
buye a ¢iertos corticoides*® pueda jugar un papel en efectos antinflamato-
rios de estas drogas, pero en muestro sistema expsrimental “in vitro”
libre de la influzncia' de otras cé.ulas asi como de factores del plasma,
es evidente que este mecanismo no se puede tener en cuenta e indepen-
dientemente del resto de los pasibles efectos que dichas drogas pueden
tener en el animal vivo la inhibicién de la exocitosis inducida por inmu-
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nocomplejos es una hipdtesis muy atractiva para explicar el efecto bene-
ficioso de la Talidomida en el tratamiento de la reaccién leprética.
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