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RESUMEN

Los macrofagos son células fagociticas que activan a la sintasa de 6xido nitrico (SON) y la NADPH oxidasa con el
objetivo de eliminar agentes que reconocen como extranos. Ademas, participan en el desarrollo y mantenimiento
de la respuesta inflamatoria. Tibolona (Tb), a través de sus metabolitos, tiene actividad estrogénica, progestagéni-
ca y androgénica. Es utilizada como alternativa de la terapia hormonal de la menopausia, que ademas disminuye
marcadores de inflamacion. El objetivo de este estudio fue describir el efecto de Tb sobre la expresion de las inter-
leucinas 1, 6, 10 y TNF-o asi como la actividad de la NADPH oxidasa del macrofago. Se utilizo la linea celular THP-1,
se diferenci6 a macrofago, y se evalu6 la actividad de NADPH oxidasa por el ensayo de NBT y la expresion de IL-1p,
IL-6, TNF-a e IL-10 por RT-gPCR. Se encontr6é que Tb regula la actividad enzimatica, asi como la expresion de ci-
tocinas ante un estimulo proinflamatorio. Por lo que se concluye que Tb favorece la actividad antiinflamatoria del
macrofago. Estos resultados contribuyen a la descripcion de los mecanismos de accion de este farmaco. Ademas, se
propone al macréfago como un blanco de regulacion del proceso inflamatorio por accion de Tb. Se sugiere que se
determine la expresion proteica de las citocinas por otras técnicas, tales como western blot, ELISA, o citometria de
flujo; asi como la actividad de SON.
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ABSTRACT

Macrophages are phagocytic cells that activate NOS and NADPH oxidase to eliminate agents that recognize like
strangers, also participate in development and maintain of inflammatory response. In other hand, tibolone (Tb) has
three main metabolites, which have an estrogenic, progestogen and androgenic activity. This drug is a hormonal
therapy to treat symptoms of menopause, with ability to decrease inflammation markers. The aim of this study is
to describe the effect of Tb on macrophage activity. This study was carried out on differentiated macrophage THP-
1 cell line used. NADPH oxidase activity by NBT assay and expression of IL-1p, IL-6, TNF-o and IL-10 by RT-qPCR
were measured. It has been observed that Tb regulates the enzymatic activity, as well as the cytokines expression in
the cells that received a proinflammatory stimulus; these results contribute to description of mechanism of action
of this drug. The results suggest that macrophage could be a target for anti-inflammatory action of Tb. Its remain to
investigate the protein expression of cytokines and activity of iNOS.
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INTRODUCCION
Los macrofagos son células fagociticas efectoras de la
respuesta inmunoldgica y entre sus acciones destacan:
la eliminacion de la infeccion, erradicacion de restos y
resorcion en tejidos durante la homeostasis, ademas
de participar de manera importante en el inicio, desa-
rrollo y mantenimiento del proceso inflamatorio 2.

Estas células poseen una marcada plasticidad que les
permite responder a los estimulos del microambiente
en el que se encuentren y asi modificar su fenotipo [34.

Los macrofagos son capaces de ingerir restos celula-
res o células apoptoéticas, asi como patégenos, con el
objetivo de eliminarlos, para lo cual es necesario que
estos sean reconocidos por receptores de membrana.
Es asi que una vez que son activados a través de los
receptores acoplados a proteinas G, inducen la produc-
cion de sustancias microbicidas en las que se incluyen
a las especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies
reactivas de nitrogeno (ERN) 2561, Existen numerosas
funciones fisiolégicas que se controlan por vias de
sefializacion que desencadenan reacciones tipo redox,
reguladas principalmente por la sintasa de o6xido
nitrico (SON) y la NADPH oxidasa.

En estudios in vitro de lineas celulares de macrofagos
de raton, se ha demostrado el efecto del estradiol (E2)
parainducir el fenotipo antiinflamatorio de esta célula.
Ademas, en estudios con lineas celulares humanas se
ha demostrado que E2 disminuye la actividad del com-
plejo enzimatico NADPH oxidasa en el macréfago a
traveés de la activacion del receptor expresado en estas
células, lo cual contribuye a disminuir el riesgo cardio-
vascular al prolongar la vida del 6xido nitrico (NO) 7.

Tibolona es un farmaco que tiene principalmente tres
metabolitos: 3alfa-hidroxi-tibolona (3a-OH) y 3beta-hi-
droxi-tibolona (3B-OH) con actividad estrogénica; y el
isomero delta 4-tibolona, con efectos progestagénicos
y androgénicos. Es por esa versatilidad de efectos que

actualmente se utiliza como una alternativa a la tera-
pia hormonal de la menopausia. Si bien, en un princi-
pio este farmaco se prescribia para el tratamiento de la
osteoporosis, existen estudios clinicos que han demos-
trado que en mujeres en posmenopausia con trata-
miento con Tb disminuye los marcadores de la enfer-
medad cardiovascular &9, En diferentes estudios cli-
nicos se ha demostrado que Tb tiene efectos benéficos
sobre el perfil lipidico, al disminuir los niveles de
colesterol, triglicéridos y HDL & 1!, Ademas, se ha aso-
ciado con la disminucion de la incidencia de cancer M,
También se han reportado que Tb induce la isoforma
endotelial de la SON (SONe), lo cual contribuye con su
efecto protector cardiovascular al aumentar las con-
centraciones de NO en endotelio 1% 13!,

Asimismo, existen estudios realizados en diferentes
lineas celulares que explican los efectos observados en
los estudios clinicos, es asi como, se ha reportado que
Tb tiene efectos estrogénicos al disminuir la sintesis
de moléculas de adhesion en la placa ateromatosa 4,
Por otro lado, en lineas celulares de cancer endome-
trial, se ha demostrado que Tb inhibe la proliferacion
celular a través de su efecto progestagénico 151,

Sin embargo, los estudios no son suficientes para
explicar los efectos de Tb en la disminucion del pro-
ceso inflamatorio. El objetivo de este trabajo fue eva-
luar el efecto de Tb sobre la actividad de NADPH oxi-
dasa en células THP-1 diferenciadas a macrofagos, asi
como su efecto en la modulacion de la sintesis de
algunas citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10, y TNF-a).

METODOLOGIA

Muestras y reactivos
Medio modificado de Dulbecco F12 con L-glutamina,
15Mm HEPES, rojo fenol (Caisson Laboratories, EE.
UU.); Suero fetal bovino (HyClone, EE. UU.); tibolona,
1-forbol, 12-miristato, 13-acetato (PMA) (Cayman, EE.
UU.); dimetilsulfoxido (DMSO); dimetilformamida
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(DMF) (Caledon Laboratories, Canada); bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT);
cloruro de tetrazolio p-nitro-azul (NBT), N, N, dimetil-
formamida (Sigma-aldrich, EE. UU.); alamarBlue
(Thermo Fisher Scientific); PBS contiene NaCl (137
mmol /1), KCl (2,7 mmol / 1).

Cultivo y diferenciacion celular

Se cultivaron monocitos THP-1 humanos en medio
DMEM/F12 suplementado con suero fetal bovino al
10% (SFB) en una atmosfera humidificada de 5% de
CO2 a 37°C. Se anadi6 medio fresco cada 3 dias. La
diferenciacion a macrofagos se obtuvo tratando mono-
citos de THP-1 durante 48 horas con 60 ng/ml de PMA
en placas de cultivo celular de 48 pozos con 1x10° célu-
las en cada uno de ellos. Las células adherentes dife-
renciadas se lavaron dos veces con medio de cultivo
DMEM/F12 sin PMA, pero que contenian 10% de SFBy
se dejaron reposar durante otras 72 h. La diferencia-
cion celular se observo mediante microscopia (micros-
copio invertido, marca Lauca) a un aumento 40X. Los
controles consistieron en: control negativo (Ctrl-),
células diferenciadas sin Tb y sin PMA; control posi-
tivo (Ctrl+), células diferenciadas sin farmaco, pero
estimuladas con PMA (100 ng/ml); mientras que las
condiciones a probar fueron: células preincubadas
durante 24h con Tb a una concentracion de 10 y 1 uM,
respectivamente; células co-incubadas durante 24h
con Tb a una concentraciéon de 10 y 1 uM respectiva-
mente y que ademas fueron estimuladas con PMA (100
ng/ml) durante 24h. Para graficar la expresion relativa
del mensajero de cada gen, inicialmente se normaliza-
ron con los genes endoégenos de cada grupo, donde
éstos valores de expresion estuvieron en referencia ala
expresion de GAPDH de cada grupo. A estos controles
GAPDH se les asign6 el valor de 1 para que fueran com-
parables a la baja o a la alta de las expresiones en todos
los tratamientos para cada uno de los genes evaluados.
Cabe mencionar que para los controles internos, se
desarroll0 la reaccién sin muestra, la cual fue negativa
a la expresion (datos no mostrados).

Ensayo con NBT

Los macréfagos se cultivaron en placas de 48 pozos
(1x105 por pozo) y se pre-incubaron con Tb durante 24
y 48 h. A continuacion, las células se trataron con 500
ng/ml de PMA para activar el sistema enzimatico
NADPH oxidasas. 24h después de la estimulacion ante-
rior, se evalu6 la actividad de las oxidasas, anadiendo
100 pl de solucion de NBT e incubando durante 1.5 h.
Al finalizar, las células se lavaron dos veces con PBS,
secadas al aire. El NBT precipitado dentro de las célu-
las, se disolvid; primero anadiendo 100 ul de KOH 2M
para solubilizar las membranas celulares, y luego afna-
diendo 70 ul de DMSO para disolver el formazan azul
con agitacion suave durante 10 minutos a temperatura
ambiente. La solucion de NBT obtenida se transfirio a
una placa de 96 pozos y se ley6 la absorbancia en un
lector de microplacas a 620 nm (Whym201, Poweam,
lector de microplacas).

Extraccion y cuantificacion de RNA

Para la extraccion del RNA, las células THP-1, se cul-
tivaron y diferenciaron en una placa de 6 pozos (1x10°
cel/pozo) y se utilizé el método de tiocinato de guani-
dina Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se agregaron 500 ul de
Trizol a cada pozo (placa de 6) para el lisado de las
células y se transfirié a un tubo de 1.5 ml, al cual se
agregaron 100 pl de cloroformo, se agit6 con el vortex
y se dejo incubar a temperatura ambiente de 2 a 3
minutos. Después se centrifugd a 12.000 rpm por 15
min a 4°C, la fase acuosa se separ6 y colocé en un tubo
de 1.5 mL, al cual se le agregaron 250 ul de isopropa-
nol, se mezclé por inversion y se incub6 durante 10
minutos a temperatura ambiente, a continuacion, se
centrifugo a 12.000 rpm por 10 min a 4°C. En el fondo
del tubo se observo un botéon (RNA) y el sobrenadante
fue decantado, se colocaron 500 ul de etanol al 75%, se
resuspendi6 y luego se centrifugo el botén a 12.000
rpm por 10 min a 4°C (dos veces). Finalmente, el RNA
se dejo secar durante 1 hora, posteriormente, se resus-
pendio6 en agua DEPC. La integridad del RNA se deter-
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miné observando la subunidad 18s y 28s mediante
electroforesis en gel de agarosa (2%), la concentracion
y la pureza del RNA se cuantifico a través de la medi-
cién de la densidad optica 260/280 (proteinas) y
260/230 (solventes), se consider6é adecuado un rango
de 1.8-2.2. Nanofotometro NP80 (Implen, Germany).

Expresion génica de citocinas
Se llevo a cabo la sintesis de cDNA a partir del RNA
total (500 ng), utilizando la transcriptasa reversa
M-MVL (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo a las
condiciones del fabricante.

El cDNA obtenido se utiliz6 para llevar a cabo la
amplificacion mediante RT-qPCR en el equipo Real
Time PCR Pro qPCR 48 (TECHNE, Burlington, NIJ),
usando SyberGreen como marcador de fluorescencia
(FastStar SYBER Green Master, Roche). La reaccion se
llevé a cabo en un volumen final de 10 ul, colocando
2.5 ul de buffer de reaccion (amortiguador y enzima),
0.3 ul de cebadores sentido, 0.3 pul de cebadores anti-
sentido, 0.2 pl de SyberGreen, 5.7 ul de H,O grado PCR
y 1 ul (500 ng) de muestra. Los cebadores usados para
la amplificacion de los genes fueron los siguientes:

e IL-1p, sentido 5-AGTTGACGGACCCCAAAAG-3'
y antisentido 5-AGCTGGATGCTCTCATCAGG-3';
e IL-6, sentido 5'-GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3'
y antisentido 5'-CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3';
e IL-10; sentido 5-CAGAGCCACATGCTCCTAGA-3'
y antisentido 5-TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT-3';
¢ TNF-a sentido 5-CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT-3'
y antisentido 5-GCCAGAGGGCTGATTAGAGA-3';
ey para el housekeeping, GAPDH, sentido
5-GACTAACCCTGCGCTCCTG-3' y antisentido
5'-GCCCAATACGACCAAATCAG-3'.

La reaccion de gPCR se inici6 con un precalenta-
miento a 90°C durante 10 minutos, seguida de 35
ciclos de amplificacién (desnaturalizacion por 60
segundos a 94°C; alineamiento a 60°C durante 10

segundos y extension a 72°C durante 60 232 segun-
dos). La expresion relativa se calculé empleando el
método 2-44CT b6l

Analisis estadistico
Los valores expresados representan la media + error
estandar (EE) de una n=3 de cada grupo. El analisis de
comparacion de medias se realizdé por ANOVA con un
post hoc Bonferroni. Se considero el valor de p<0.05
como significancia estadistica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diferenciacion de células
THP-1 a macrofagos

Las células THP-1, se diferenciaron a macrofagos utili-
zando forbol-12-miristato-13-acetato (PMA). Se sem-
braron 16x104 células por pozo en placas de 48 pozos y
se agregd a cada uno PMA a una concentracién de 60
ng/ml. Posterior a 48h, se cambi6 el medio a las células
y se dejaron durante 72h con medio fresco (DEMEM/
F12 + 10% SFB). La diferenciacion se confirmé al obser-
var a un aumento 40X que las células se encontraban
adheridas a la placa, aumento en la granularidad de la
célula y se observaron cambios en la morfologia, ya que
las células diferenciadas presentan una membrana con
bordes irregulares en comparacion con las células no
diferenciadas que son totalmente esféricas y que ade-
mas se encuentran en suspension (Figura 1) 07,

Disminucion de la actividad
NADPH oxidasa por la accion de tibolona

Los macréfagos son células del sistema inmune que
participan en el proceso inflamatorio y entre sus fun-
ciones principales se encuentra la fagocitosis, actividad
que consiste en la eliminacién de microorganismos,
principalmente a través de la activacién de un complejo
enzimatico conocido como NADPH oxidasa que pro-
mueve la produccion de ERO y ERN 8], La activacion se
caracteriza por un aumento en el consumo de oxigeno
molecular y tiene como objetivo la liberacién del radi-
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a)

cal anion superoxido dentro de la vacuola fagocitica o
al medio extracelular utilizando como sustrato a
NADPH [, Aunque este sistema es relevante como
mecanismo de defensa del organismo, la desregulacion
de la actividad de la NADPH oxidasa desempena un
papel importante en el desarrollo de diversas enferme-
dades, particularmente las asociadas con estrés oxida-
tivo como las enfermedades cardiovasculares 2°.. Tb es
un esteroide sintético prescrito para el tratamiento de
los sintomas vasomotores y osteoporosis en la mujer en
posmenopausia, actiia como regulador de la actividad
estrogénica tejido especifico, que ademas ha demos-
trado tener efectos antiaterogénicos 4.

LS 4 -l

FIGURA 2. Actividad de NADPH oxidada
(con flechas se sefalan los cristales). (40x)

by

FIGURA 1. Diferenciacion de células THP-1a macréfagos. A) células sin diferenciar y B) células diferenciadas. (40x)

La actividad de NADPH oxidasa fue evaluada a través
del ensayo con NBT (Figura 2), para lo cual se sembra-
ron 8x10* cel/pozo en una placa de 96 pozos.

En el grupo control positivo Ctrl(+), se observé un
incremento en la actividad de NADPH oxidasa, con res-
pecto al grupo control negativo Ctrl(-), alas 24 h (p<0.05)
y 48h (p<0.01), lo cual indica que el modelo de activa-
cion enzimatica con PMA (100 ng/ml) es adecuado para
estudiar efectos sobre este complejo (Figura 3y 4).

En este estudio se observo que Tb mantiene la activi-
dad enzimatica similar a la obtenida en el grupo Ctrl
(), atn después de que las células han recibido esti-
mulo con PMA, el cual es un activador del complejo
enzimatico antes mencionado ®Y y no se encontro
diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo Ctrl (-) y los grupos que se preincubaron con Tb
a una concentracion de 10uM. Sin embargo, si se evi-
denci6 una diferencia significativa cuando se compa-
raron los grupos con tratamiento con el grupo Ctrl (+) a
las 24h y 48h (p<0.001) (Figura 3). Lo cual sugiere que
Tb regula la actividad del complejo enzimatico NADPH
oxidasa, posiblemente a través de la modulacién del
efecto estrogénico de sus metabolitos, lo cual con-
cuerda con los estudios que reportaron una disminu-
cion de la actividad enzimatica por los estrogenos 7).
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FIGURA 3. Disminucién de la actividad NADPH oxidasa en
macrofagos preincubados con tibolona. Los signos *y +
indican diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo Ctrl (-) y al Ctrl (+), respectivamente.

En los grupos preincubados con Tb a una concentra-
cion de 1uM, la diferencia con respecto al grupo Ctrl (+)
solo se observo a las 24h, lo cual sugiere que el efecto
del farmaco en la regulacion de la actividad NADPH
oxidasa es dependiente de la concentracion del far-
maco (Figura 4).

0.5+
* -~ Cirl (-)
E o4 ~ Ctrl (+)
5 —— Tb 1uM
5 03 -= Tb 1uM + PMA
2
_"é’ 0.2 +
o
FRE
<
0.0 T T T
° N ®
Tiempo (h)

FIGURA 4. Disminucion de la actividad NADPH oxidasa en
macraéfagos preincubados con tibolona. Los signos *y +
indican diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo Ctrl (-) y al Ctrl (+), respectivamente.

Cambios en la expresion génica
de citocinas en el macrofago
Estudios en lineas celulares de macréfagos han dem-
ostrado el efecto regulador antiinflamatorio de los
estrogenos via activacion de su receptor 22 23, por lo
que en este estudio se evaluo el efecto de Tb, un far-
maco que acttia a través de la activacion de los recep-
tores de ER, en la actividad del macrofago, para lo cual

se determiné la expresion de citocinas (IL-1B, IL-6,
TNF-a e IL-10) a través de la técnica de RT-qPCR en
macréfagos preincubados con Tb 10 y 1 uM durante
24h. Para realizar este ensayo se sembraron 1x105 cel/
pozo en placas de 6 pozos. Los resultados de este estu-
dio muestran que Tb tiene un efecto en la expresion de
las citocinas en el macrofago y que ésta es dependiente
de la concentracion del farmaco.

En relacion a la interleucina 1, se encontré que el
grupo incubado con Tb-PMA 10uM hubo menor
expresion de IL-1, con respecto al control en el tiempo
0 (estado basal), mientras que en el grupo con Tb a una
concentracion de 1uM, se mantiene sin cambios. Por
otro lado, no se encontr6 diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo que solo se incubo con Tb
(1ouM) y el grupo que ademas del tratamiento a la
misma concentracion recibi6 el estimulo. Sin embargo,
en el grupo que se preincub6 con Tb 1uM y ademas
recibio el estimulo con PMA, hubo menor expresion de
IL-1, con respecto al grupo que sélo se incub6 con el
tratamiento (Figura 5).
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FIGURA 5. Expresion de IL-18 en
macrofagos preincubados con tibolona.

En cuanto a la expresion de IL-6, en el grupo incu-
bado solo con Tb (1uM) se observo mayor expresion de
IL-6 con respecto al grupo Ctrl 0, sin encontrar cam-
bios en el grupo con Tb 10uM.
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Pero cuando Tb 1uM se preincubé con PMA, se
observo menor expresion de esta citocina, en com-
paracion con el grupo que so6lo se preincub6 con Tb
(1uM). Sin embargo, no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la
expresion de IL-6 en los grupos con y sin estimulo,
preincubado con Tb 10uM (Figura 6).
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FIGURA 6. Expresion de IL-6 en

macrofagos preincubados con tibolona.

Se observé que hubo mayor expresion de TNF-a en el
grupo preincubado con Tb 10 uM, con respecto al
grupo preincubado con Tb mas PMA. El mismo efecto
se observo en los grupos que fueron tratados con Tb
1uM, con y sin estimulo (Figura 7).
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FIGURA 7. Expresion de TNF-a en
macrofagos preincubados con tibolona.

Con respecto a la expresion de IL-10, se observo que
en el grupo incubado con Tb 10uM, hubo menor
expresion de la citocina con respecto al grupo Ctrl o,
mientras que en el grupo con la concentracion menor
(1uM), present6é mayor expresion de IL-10. Ademas, se
observé que en el grupo tratado con Tb 10uM la
expresion de IL-10 fue menor en comparacién con el
grupo que recibio el tratamiento y el estimulo. Sin
embargo, en el grupo tratado con Tb 1uM, el efecto
observado fue contrario al que recibi6 tanto trata-
miento como estimulo con PMA, ya que hubo mayor
expresion de IL-10 (Figura 8).
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FIGURA 8. Figura 8. Expresion de IL-10
en macréfagos preincubados con tibolona.

Existen estudios in vitro con células mononucleares
obtenidas de sangre periférica de pacientes en pos-
menopausia en tratamiento con Tb, en donde no se
han encontrado cambios en los niveles séricos de algu-
nas citocinas 24, en este estudio (in vitro) con macrofa-
g0s, aunque no se encontraron cambios en la expresion
de IL-6, si se observo menor expresion citocinas proin-
flamatorias (IL-1p y TNF-a), efecto observado también
en un modelo animal (in vivo) en donde se redujeron
las concentraciones séricas de TNF-a en grupos trata-
dos con Tb 3!, Estos resultados sugieren que Tb tiene
una actividad moduladora de la sintesis de citocinas,
por lo que podria jugar un papel importante en la
determinacion del perfil de los macrofagos.
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El presente estudio demostrd que Tb tiene un efecto
regulador de la actividad enzimatica NADPH oxidasa
del macrofago, lo cual podria favorecer la disminucion
de la produccién de especies reactivas de Nitrogeno y
Oxigeno, producto de la activacion de este complejo
enzimatico. Asimismo, se demostré que Tb también
tiene efectos moduladores en la sintesis de citocinas
(IL-1B, IL-6, TNF-a y IL-10); posiblemente como conse-
cuencia de su actividad sobre el receptor de estrogenos,
que se ha demostrado estd involucrado en la regu-
lacion de la sintesis y expresion de citocinas a través de
la via NF-«B. Los resultados contribuyen a la descrip-
cion de la actividad de este farmaco, ademas se pro-

pone al macréfago como un posible blanco terapéutico
en la regulacion del proceso inflamatorio por la accion
de Tb. Por lo que, se sugiere realizar la cuantificacion
de proteinas asociadas a las citocinas, asi como la
evaluacion de la sintasa del 6xido nitrico inducible
(iISON)un complejo enzimatico también involucrado
en la produccién de especies reactivas.

CONCLUSIONES
Tibolona es un farmaco que favorece el fenotipo anti-
inflamatorio de los macrofagos a través de la modu-
lacion de la actividad enzimatica celular, asi como en
la expresion génica de citocinas.
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