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L A INTRODUCCION de la metodologia cientifica en la bioquimica con-

tempordnea ha producido considerables avances en el conocimiento
de numerosos compuestos con actividad hormonal. Las hormonas corti-
cosuprarrenales son un ejemplo claro sobre este tema.

A cada demostracién de la accidén bioldgica o terapéutica para una
determinada estructura le sigui6 una extraordinaria actividad para produ-
cir cstos compuestos en escala industrial y hacerlos asequibles para su
empleo. El problema se considerd bajo dos aspectos: primero, por una
parte en el terreno de la investigacién obtener mejores y mis potentes
esteroides de sintesis con el menor numero de efectos colaterales indesea-
bles; segunde, llevar al plano de la produccion industrial estos compuestos,
de tal suerte que fuese posible satisfacer su demanda, cada dia creciente,
por la profesion meédica. |

Ast fué como la febril actividad de estos tltimos diez afios ha dado
lugar a un gran numero de ingeniosas técnicas que han hecho posible el
internarse cada vez mas en la estructura intema de la molécula de los
corticoesteroides. La modificacién, distorsién y substitucién de atomos o
grupos atémicos sobre un esqueleto carbonado comun, dié lugar a los
mas diversos edificios quimicos con respuestas farmacolégicas en ocasio-
nes no relacionadas entre si. '

Los esfuerzos de los quimicos y farmacologos estuvieron centrados
en un principio en la producciéon de aquellas hormonas naturales, aisladas
y caracterizadas ya por Kendall y Reichstein, en el periodo comprendido
de 1936 a 1937

La sintesis parcial de la cortisona fué comunicada por Sarett en
1945 a partir de la bilis de buey®. Pero no fué sino hasta el reporte de
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Hench y col. en 1949 sefialando que la cortisona y el ACTH producian
notable mejoria en clos pacientes tratados de artritis reumatoide, que se
cnfoco la atencién de la profesion meédica sobre los efectos de esta droga
en un grupo considerable de enfermedades, en ocasiones sin relacion al-
guna entre si, de tal manera que en algunos casos ha existido dificultad
para la evaluacién clinica de estos esteroides.®

Casi a continuaciéon de la sintesis de la cortisona sc reporté la sin-
tesis de la hidrocortisona. Quedé de esta manera demostrada las posibi-
lidades de la quimica organica de sintesis, se habia logrado fabricar subs-
tancias que el organismo producia.

Sin embargo, durante los afios que siguieron a este descubrimiento,
lian aparecide numerosas comunicaciones en la literatura que sefialan la
presencia de efectos colaterales indeseables de estas sustancias®, *. La
mavoria de los efectos colaterales indeseables observados en la clinica
tales como excesiva retencién de sodio, excrecién de potasio, cara de
luna, balance nitrogenado negativo, osteoporosis, reactivacién o perforacién
de ulceras pépticas, aumento en el requerimiento de insulina en el dia-
bético, enmascaramiento de los signos y sintomas usuales de la infeccién
y psicosis no son sino manifestaciones exageradas de las funciones meta-
bolicas normales de estas sustancias.?,  El siguiente paso que se intentd
fu¢ el tratar de obtener principios activos que el organismo producia, no
unicamente con mayor actividad sino con menor grado de efectos colate-
rales no deseados. Ciertamente, existia un prucedente poco afortunado con
las vitaminas, las que se obtuvicron por via sintética, pero muchos inten-
tos de modificar su estructura dieron lugar a destruccién de su potencia
y cn ciertos casos a derivados antivitaminicos®.

Antes de desarrollar el tema de los nuevos glucocorticoides de sintesis
y en particular de la 9 alta-flucro 16 alfa hidroxi delta, hidrocortisona
(triamcinolona), conviene sefialar la constitucién primaria de los mis-
mos.

El cdificio molecular de los adrenocorticoides se halla levantado so-
bre el esqueleto estructural de un hidrocarburo policiclico formado por
tres ciclos hexagonales v un ciclo pentagonal que presentan lados co-
murnes.

Las hormonas adrenocorticales derivan del hidrocarburo tipo preg-
mano, mejor dicho de su derivacion etilénico deltat pregneno.

La desinencia “eno” indica no saturacién, lo mismo que la letra
griega delta, la cual es utilizada para ubicar la insaturacién en una cadena
o ciclo de un complejo orginico. En lo que respecta al nimero exponen-
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cial nos indica el sitio del enlace etilénico. En el esqueleto del delta
pregneno (Figura 1) los anillos se denominan con las letras del alfabeto
A, B. C, y Dy en los carbonos la numeracion respetando la nomencla-
tura quimica en sentido inverso a las manecillas del reloj, salvo en los
anillos B y C en los que la numeracién se contintia sobre el carbono mas
proximo al dltimo numerado. En una palabra, el pregnano estaria cons-
tituido por el nucleo del androstano dehidrogenado sobre el C4 vy el C5
con una cadena lateral etilo sobre el C17.

La hormona adrenocortical mas sencilla aislada por Kendall y Reichs-
tein fué la dexoxicorticosterona que quimicamente se designa como 3-20
diceto, 21-01-delta* pregneno (Figura 1). Esta hormona posee accion evi-
dente sobre el metabolismo hidrosalino pero carece de accién sobre el
glucogénico.

El segundo compuesto en orden de complejidad fué la corticosterona,
3-20 diona, 11 Beta-21 diol delta* pregneno, que se diferencia de la an-
terior por la presencia de una funcién oxigenada en C11 (hidroxilo alco-
holico) (Figura 1). Esta sustancia muestra actividad glucocorticoide, y
actividad mineralocorticoide relativamente menor, deduciéndose de este
hecho la Importancia que posce la funcion oxigenada sobre el Cl1 en el
metabolismo hidrocarbonado.

Finalmente observamos en la hidrocortisona un hidroxilo alcohdlico
en C17 en posicion alfa (Figura 1). Los estudios farmacolégicos mostra-
roni que en esta funcion (OH en C17) carece de por si de actividad glu-
cocorticoide; pero en cambio, actia reforzando o potenciando la que
corresponde al C11 (Acciéon de la funcidn oxigenada o alcoholica). Tam-
bién se comprueba que posee una accion antagoénica sobre el metabolis-
mo electrolitico, o sea, que disminuye la capacidad de retener agua y
sal, que caracteriza la desoxicorticosterona, como ocurre con la 17 alfa
hidroxicorticosterona, otra de las hormonas aisladas por Kendall y que
carecc de actividad mineralocorticoide. Hemos de hacer notar que las
letras alfa v beta fueron adoptadas segin la convencién de Fiesser y
Fiesser para designar las formas esteroisomeras de esteroides con respecto
al grupo tomado como referencia; aclarando que el metilo Co v Cie se
encuentran por encima del plan determinado por el esteroide, es deciy,
saliendo del plano del papel, Si la orientacién del oxhidrilo o de otro
sustituyente corresponde al del metilo Cu, el dtomo o el grupo posee la
configuracion beta y se representa por un trazo lleno. Inversamente, cuan-
do un atomo o grupo de dtomos se halla colocado por debajo del plano
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general, (en posicién trans - a través - con respecto al metilo angular)
posce la configuracion alfa v se representa por una linea punteada.

Parece estar fuera de duda que los adrenocorticoides con actividad
biolégica tienen todos ellos elementos basicos comunes: en el anillo A
funcién ceténica enCs y doble enlace conjurado en C*, en ¢l anillo D
una cadena lateral alfa cetol de dos carbonos. Un oxigeno en Cu es ca-
racteristico de los esteroides corticosuprarrenales y es esencial para la
mayor parte de su actividad?, .

De los andlisis de sangre venosa de las capsulas suprarrenales de va-
rias especies de animales se han encontrado, aplicando técnicas de cro-
matogratia en papcl para su separacion, tres esteroides principalmente: la
hidrocortisona, la corticosterona v la aldosterona. La producciéon de las
dos primeras varia ampliamente; sin embargo, en el hombre y en el perro,
Ia hidrocortisona predomina, mientras el principal compuesto en la rata
v en algunas otras espccies es la corticosterona. Se ha demostrado que
también algunos otros esteroides sc secretan en pequefias cantidades.

En vista de los conceptos actuales sobre la biosintesis de los cortico-
csteroides, algunos de estos compuestos se consideran como intermedia-
rios en el metabolismo normal de la hidrocortisona, la corticosterona y la
aldosterona. Pero es posible que bajo circunstancias no definidas con
precision, un compuesto que normalmente sélo sea una etapa en la ca-
dena metabolica, puede aparecer como un componente primario en la
sangre venosa de las capsulas suprarrenales”.

Los esteroides de actividad cortical se sintetizan a partir de moléculas
scncillas como el acetato, o de moléculas mas complejas como el coles-
terol (esquema). Hay sin embargo, evidencias que sugieren que una par-
te dc la esteroidogénesis puede realizarse, sin la formacién de colesterol
como intermediario, aunque, este es el precursor mas eficiente en la for-
macién aguda de hormonas,?, 7.

El paso final en la formacién de la hidrocortisona y en corticosterona,
se realiza por la introduccién de un grupo 11 beta oxhidrilo en presencia
de la 11 beta hidroxilasa. Esta enzima estda en la fraccion mitocondrial
del tejido suprarrenal; requiere para su actividlad TPNH y oxigeno?. La
aldosterona (figura 1) que presenta un grupo aldehido en Cis es posible
que derive de la corticosterona®.

Una vez ubicados los grupos quimicos con actividad farmacolégica
especifica sobre el esqueleto hidrocarbonado, y veremos cémo estos co-
nocimientos han influido en la investigacién de los nuevos corticosteroides
de sintesis.
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En 1953 Fried y Sabo® reportaron que la introduccion de un atomo
de fluor en la posicién 9 alfa de la hidrocortisona; proceso llamado halo-
genacién®, resultaba en un aumento de su poder antiinflamatorio en sicte
veces, el de la hidrocortisona®, en 10 veces su poder antiartritico’® y en
13 su efecto glucogenético'. Desafortunadamente, su propiedad de rete-
ner agua y sal se increment6 en cerca de cincuenta veces mas que el que
corresponde a la hidrocortisona!?. Como consecuencia de este hallazgo,
se pensd que el aumento de la actividad anti-inflamatoria y anti-reumatica
se¢ hallaba relacionado con el volumen atémico del halégeno considerado.
Siendo asi, se establecio que la actividad del esteroide se encontraba en
razon inversa del volumen del dtomo del halégeno unido a Co.

Se comprobd que mientras el atomo de bromo, cuyo volumen atémi-
co es de 2.28 A origina la 9 alfa bromohidrocortisona con potencia co-
rrespondiente a la mitad de la asignada a la hidrocortisona, el correspon-
diente fluora derivado, en el que el volumen del dtomo de fluor es de
1.28 A, representa diez veces mas su actividad.

Hay sin embargo, hechos en contra de esta hipotesis; la sustitucién
del hidrégeno por un oxhidrilo, el cual es similar en dimension al fluor,
tiene como consecuencia la reduccién de su actividad en cerca de cin-
cuenta veces. Lo mismo pasa cuando se sustituye por un grupo metoxilo
cuyo volumen atdémico se encuentra entre cl cloro y el bromo.

Estos hallazgos parecen estar a favor del punto de vista que es la
clectronegatividad del sustituyente y no su volumen atémico el que de-
termina la mavor actividad de los 9 alfa halogenados®. La electronegati-
vidad de un elemento es su capacidad para quitar electrones de los ele-
mentos proximos. Sin embargo, aunque este derivado halogenado® alfa-
fiuro-hidrocortisona) no fué adecuado como antirreumatico por su gran
actividad mineraiocorticoide, se habia va previsto la posibilidad de obte-
ner por modificaciones graduales de la estructura molecular nuevos deri-
vados mas potentes, a la vez que con menos efectos colaterales indesea-
bles.

No obstante lo mencionado con anterioridad, su empleo, en entida-
des dermatolégicas, en casos de enfermedad de Addison y en adrenalecto-
mias representd un notable adelanto terapéutico!?.

En 1955 Bunin'3 report6 los delta! analogos de la cortisona y la hi-
drocortisona, llamados prednisona y prednisolona respectivamente (fi-
gura ). La introduccion de una doblc ligadura entre los carbonos 1 y 2
resultaba particularmente ventajosa porque estos compuestos causaban
menor retencién de agua y sal que la cortisona y la hidrocortisona. Sien-



288 Revista DE LA FacurLtap pE MEDICINA

do sin embargo, efectivos como antiinflamatorios en un quinto de las
dosis ttiles de la cortisona. Como resultado de una serie de invcstigacio-
nes, se demostré un hecho fundamental: en el organismo las moléculas
del esteroides sufren varias reacciones, principalmente reducciones, dis-
locaciones y ruptura de cadenas; como consecuencia de ésto, los com-
puestos dotados de actividad antiinflamatoria son también reducidos y
parciadmente destruidos. Aunque muchos investigadores creen que los
esteroides acttian como catalizadores, iniciando o desencadenando algu-
nas reacciones y luego regulando su intensidad, sin tomar ellos mismos
parte en el mecanismo de esta serie de transformaciones bioldgicas, es
indudable que estos catalizadores no permanecen inmunes, es decir que
también ellos sufren transformaciones en la estructura molecular, reduc-
cién, acortamiento de cadenas, etc.'*,

Desde un principio llamé la atencién la aparente inercia quimica que
presentaba el oxhidrilo en el Cu, que fu¢ explicada en razon del impedi-
mento espacial que provoca la presencia de los metilos sobre Cuw y Cas.
Iste oxhidrilo alcohoélico se muestra remiso en reaccionar frente a distin-
tos reactivos quimicos; asi por ejemplo, no es acetilable ni es oxidable con
facilidad en presencia de los oxidantes comunes.

Cuando se analiza la férmula de un esteroide con actividad fisiolé-
gica, por ejemplo la prednisolona, (figura 2), cuyas funciones quimicas
a que debe su actividad se encuentran sobre los anillos A, C v D, se ve
que solo en lo que toca al anillo C, posee proteccién suficiente frente a
los distintos agentes quimicos o biologicos que pueden ocasionalmente
destruir su actividad. Por consiguiente aquellos centros de actividad en el
anillo A carecen de proteccién y son facilmente reducidos y por lo tanto,
modificados en su estructura quimica y en su actividad fisiolégica. De
esta manera se trat6é de introducir grupos quimicos (radicales) que cons-
tituyeran verdaderas defensas contra la accién de los rectivos quimicos
capaces de alterar la integridad molecular de estos compuestos en aque-
llos puntos facilmente atacables.

Con esta idea, en 1955, Hogg y cols.® reportaron los primeros deri-
vados metilados con actividad biolégica (fig. 2). La metilacién en la po-
sicion dos-alfa causé un aumento considerable, de seis veces mds en la
actividad glucomeogenética de la hidrocortisona, y solo 4.5 en su actividad
antiinflamatoria en la rata. Pero por otra parte en el hombre y en ¢l pe-
IT0 no se observé aumento significativo de la actividad gluconeogenética.
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En todos los esteroides 11 beta hidroxilados la 2 alfa metilacion cau-
s6 gran aumento de su actividad mineralocorticoide en la rata (Byrnes y
col. 19567, en el hombre y en el perro (Liddle y col. 19565,

Sin embargo, el paso del grupo metilo de la posicion 2 alfa a la
posicién 6 alfa logré suprimir de una manera importante el potente efecto
mineralocorticoide de los 2 alfa metil derivados y en pequena escala esto
representé una ventaja sobre la prednisolona.

Los seis alfa metil corticoides fueron sintetizados por Spero y col.
en 1956 y 19575 y sus efectos clinicos fueron reportados por Boland y
Liddle en el 9° Congreso Internacional de Reumatologia en Toronto en
195712, La 6 alfa metilprednisolona mostré efectos sensiblemente seme-
jantes a la prednisolona en el hombre, tanto en su actividad glucocorticoi-
de como antiartritica, pero menor efecto mineralocorticoide. En la rata
estos dos efectos estuvieron aumentados al triple vy al doble respectiva-
mente v permitio la excrecién de sodio v agua en animales con sobrecarga
de agua y sal’.

Es indudable que la posicion préxima para colocar el radical metilo
protector de la funcién cetona sobre Cs, hubiese sido en el C4; pero en
realidad esto no es posible hacerlo sin afectar el doble enlace entre los
carbonos C4 y C5 que constituyen uno de los centros de actividad bio-
logica de los corticoesteroides. A partir de estos ensayos se abandonaron
los procesos de metilacién sobre esta parte de la molécula y la bisqueda
de nuevas drogas se orienté en el sentido de modificar el otro extremo del
esteroide (anillo D).

En 1953 Hirschman y col. publicaron que la adicién de un grupo
oxhidrilo en posiciéon 16 alfa a la desoxicosterona (Doca) suprimia el
caracteristico poder de retencion de sodio de esta substancial?,

Tres afios mas tarde Bernstein v col.'® reportaron que el caracteristico
poder de retencién de los 9-alfa fluoroesteroides, era suprimido por la
adicion del grupo oxidrilo 16 alfa, sin pérdida de la gran actividad glu-
cocorticoide de estos compuestos.

La adicién del grupo oxhidrilo 16 alfa no sélo no produjo retencién
de sodio sino que por lo contrario, mostré un efecto natriurético's, 16, 17,
Es a esta particular virtud a la que debe la 9 alfa fluoro-16 alfa hidroxi del-
ta 1 hidrocortisona (triamcinolona) (Figura 2), su amplia y rapida difu-
sion en el campo de la terapéutica médica!s.

Su actividad glucocorticoide medida por el depésito de glucégeno
hepatico en ratas machos, inmaduros, adrenalectomizados y en ayunas,
es de tres a doce veces mayor que el que corresponde a la prednisolona y
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18 a 36 veces superior al de la hidrocortisona'®. Su poder antiinflamatorio
medido por la inhibicién en la formacién de granulomas alrededor de
pellets de asbesto insertados subcutancamente por la misma incision de
la adrenalectomia, se encontré igual al de la prednisolona y diez veces
superior a la hidrocortisona.'®

La accién mas interesante de esta droga es la marcada diuresis y ex-
crecion de sodic en ratas adrenalectomizadas con sobrecarga de agua v
sal. Asi como también en ratas y perros normalest®.

En los enfermos bajo medicacién no hay retencién de sodio segin
Hellman vy col.'?, lo cual se ha confirmado por numerosos investigadores
16 20,

En experimentos con animales no hay excrecion anormal de potasio
y tampoco se encontré en experiencias humanas, usada a dosis terapcuti-
Caslﬁ, 17’ 187 197 20'

En examenes cuidadosamente realizados por Mac Gavack y col.??
en enfermos con edema, se observéd una pérdida grande de sodio y agua.

El balance nitrogenado y el del calcio no sufre cambios significativos
a dosis terapéuticas, pero si cuando se da a dosis elevadas!.

Los efectos metabdlicos de la triamcinolona, la prednisona y la 6

lIfa metil-prednisolona sobre la prueba de tolerancia a la glucosa y la
excrecion de uropepsina se han estudiado por Kupperman y col.?? quienes
encontraron del 15 al 20 por ciento sobre el valor basal de la glucosa
sanguinea al cabo de dos horas, previa administraciéon durante cinco
dias de triamcinolona, 6 metil prednisolona y prednisona a la dosis de 32,
32 y 40 miligramos respectivamente. En lo referente a la excrecion de
uropepsina no encontraron diferencia aunque con la 6 metil prednisolona,
fué ligeramente inferior.

Los mismos autores estudiaron el efecto de dichos corcoesteroides
sobre la secrecion de ACTH en sujetos normales y con hiperplasia adre-
nocortical. La capacidad del csteroide para inhibir la secrecién de ACTH
fu¢ valorada en razén de su habilidad para disminuir la secrecién de 17
cetosteroides y 17 hidroxiesteroides. La triamcinolona demostré ser un
inhibidor efectivo, mientras que la 6 alfa metil prednisolona, en dosis
comparables, no parece deprimir la excreciéon de 17 cetosteroides, a un
nivel tan bajo como la triamcinolona. La excrecién de 17 hidroxiesteroides
fué igual que con la triamcinolona. Cuando los niveles de 17 hidroxis-
teroides se estudiaron en pacientes bajo tratamiento con prednisona se

encontré un aumento en su secrecidén, ain cuando la excrecién de 17
cetoesteroides se suprimié?2,
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Es indudable que la investigacién de las caracteristicas bioquimicas
y farmacolodgicas de los esteroides con actividad glucorticoide, estudiadas
en diversos animales experimentales v no sélo en el hombre, es impor-
tante para definir sus aplicaciones terapéuticas. Entre los sujetos de ex-
perimentacion que mds se han utilizado para el estudio de los gluco-
corticoides estdn la rata, el ratéon y el perro. Sin embargo, existen otros
que resultan adecuados en algunos aspectos, entre ellos el embrion de
pollo tiene la ventaja de su sensibilidad a la accién de estas drogas, te-
niendo ademas una rapida respuesta, algunas veces en 24 horas?#, 25, 26
47 28,29 80 31732 Por lo que se considerd interesante utilizarlo como
sujeto experimental.

El embrién de pollo se ha utilizado ampliamente en los laboratorios
de investigacion bioldgica y médica para el cultivo de virus, rickettsias y
muchas otras clases de microrganismos?®. Fué introducido como sujeto
cxperimental en la investigacién de hormonas corticosuprarrenales por
Landauer vy col. en 1947.24, quienes sefialaron el efecto inhibidor en su
desarrollo por un extracto de corteza suprarrenal.

Han aparecido numerosas publicaciones acerca de la influencia de la
cortisona en el metabolismo del embrién de pollo??, 26, 27 28 29 30 31 Iag
que indican, en general, que es posible reproducir en €l los efectos fun-
damentales que se atribuyen a esta sustancia en mamiferos, lo que hace
considerarlo un buen sujeto para experimentacién con otros glucocorticoi-
des. Por otra parte, ¢l embrién de pollo constituye un sistema cerrado en
el que se pueden eliminar con bastante certeza las influencias del medio
externo. Sus productos de excreciéon pueden ser valorados con bastante
exactitud. Su utilidad estadistica es indudable va que su facil manejo per
mite el estudio de un gran namero de sujetos al mismo tiempo y bajo
las mismas condiciones experimentales; sin embargo, se debe aceptar que
todavia existen demasiados puntos obscuros, acerca de su bioquimica y
de su fisiologia.

E] objeto de este trabajo es, tomando como punto de comparacién
la cortisona, valorar el efecto de la triamcinolona sobre el metabolismo
de los electrélitos y el agua, dado que numerosos datos de la literatura
han sostenido esta sustancia no sélo no retiene agua y sal sino inclusive

posee un efecto natriurético, asi como una mayor actividad glucocorti-
coide.
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1 .a Supresién de la cadena lateral del colesterol. b. Formacién de los
grupos delta—--,3—ceto

2 . 17— hidroxilacién.
3.21
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5 .Inactivacién por reduccion del anillo A, v del radical 20 ceto.
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€. Supresion del C 20 y C 21 de la cadena lateral.

+ - Incluyendo los andrégenos muchos de estos compuestos son oxige-
nados en el C, 11 como en el paso 4.
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MATERIAL Y METODO

Para todos los experimentos s¢ emplearon huevos embrionados Leg-
horn, con 10 dias de incubacién. El esteroide administrado se inyectd por
via corio-alantoidea, ide acuerdo con una modificacion a la técnica de
Beveridge y Burmet®®) suspendido en 0.1 ml. o 0.2 ml. de solucion esté-
ril de NaCl al 0.85 por ciento; como testigos se emplearon huevos in-
vectados con la solucién de Nacl en las mismas condiciones. Los huevos
se colocaron en una incubadora a 37° C. después de la inyeccién. Trans-
currido el lapso fijado, se procedié a obtener los liquidos amuidtico v
alantoideo, en los que se determinaron los niveles de sodio v potasio por
flamometria, empleando el espectro fotémetro de Coleman, Modelo B.

La técnica de inyeccién del huevo embrionado fué la siguiente: Por
transiluminacion se marcé un punto en la camara de aire y otro en una
zona avascular: a continuacién se hizo la asepsia de la regién con solu-
cién de yodo al 3.5 por ciento. Utilizando un punzén previamente fla-
meado, se hicieron los orificios correspondientes a los puntos marcados,
cuidando de no herir la membrana corioalantoidea; se¢ inyecté con una
jeringa estéril la sustancia en estudio. Una vez invectado el liquido se
cubrieron los orificios con parafina v se continu6 la incubacién a 37° C.
por periodos de tiempo variable de 24 a 96 horas, cvitando que los huevos
embrionados se movieran durante el tiempo de observacién.

Las sustancias invectadas fueron: triamcinolona, a la dosis de un
microgramo por huevo, suspendida en 0.1 ml. de solucion salina, o ace-
tato de cortisona a la dosis de un miligramo por huevo, empleando en
este caso 0.2 ml. de la solucién salina.

Cumplido el tiempo fijado para hacer la determinacién se procedid
como sigue: con la ayuda dc una tijera se quitd la cascara que cubre la
camara de aire, después con una jeringa de 2 c. c. y provista de¢ una aguja
hipodérmica del numero 22, se punciond la membrana corioalantoidea,
cuidando de no lesionar los vasos sanguineos; se procuré extraer el liquido.
alantoideo casi en su totalidad,, v el sobrante se sec6 con una toalla sa-
nitaria de papel. Se procedi¢ a extraer el liquido amnidtico por puncién
a través de la membrana del mismo nombre.

El liquido alantoideo se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos.

Se tom6 una alicuota de un liquido alantoideo o amniético, segun
el caso, reuniendose los mismos volumenes de los liquidos de tres embrio-
nes que se guardaron en el refrigerador a 5 C. hasta su determinacién.
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Se prepararon los reactivos de trabajo de acuerdo con 3*. La valo-
racién estadistica se hizo por medio de las férmulas habituales®®. Las
diferencias entre promedios se considerdron con significado estadistico pa-
ra valores de P «0.01.

RESULTADOS

En los animales tratados con triamcinolona la concentracién del 16n
sodio en el liquido alantoideo se encontré mas baja que en los testigos
(Cuadro I). Por otra parte el nivel de potasio se observo mas alto.

En el liquido amniético los cambios en ¢l contenido de sodio no fue-
ron significativos y la cantidad de potasio en los animales tratados con
triamcinolona fué significativamente mas baja que en los controles (Cua-
dro 1).

Cuando los niveles de los cationes estudiados se determinaron en los
animales tratados con cortisona, se observd una baja en la cantidad del
16n sodio con elevacién de potasio en el liquido alantoideo a las primeras
24 horas (Cuadro 2, graficas 1 y 2).

CUADRO 1

Niveles de sodio y potasio en los liquidos alantoideo y ammiotico de embriones
de pollo, después de 72 horas de inyectados con triamcinolona.

MICROGRAMOS INYECTADOS POR EMBRION

testigos 0.0 ' 1.0
liquidos * mEq/L * mEq/L * P
gg;goid;ﬁ:f-—l—zow i_: 11 1 50.6 + 7.7 0.001 =*=
.i}g;ts‘;;deo o l2s = |7 [13ox13 [ooo e
ampiotico 17 | 128.9 + 12 {132.5 + 2.2 |0.001 **=
e 17 |52 +.2 | 11 |18+ 06 |oas wes

* Numero de muestras. Cada muestra fué una mezcla del liquido de tres embriones.

Desviacién estandar.
Diferencia con los controles estadisticamente significativas.( Ver texto).

% 3%

% % %
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Niveles de sodio y potasio en los liquidos alantoideo y amnittico de los embriones de pollo, después de la inyeccién con cortisona.

mg. de cortisona inyectados por embridén

o testigos 0.0 3 ' 1.0 S
liquidos hs. * mEq/L o mEq/L l *ox P “
—_— o N | P —
Alantoideo 24 3 100.6 + 1.7 3 75.3  + 5.2 0.000 **_*}
| apiotic 24 3 6.9 + .02 3 | s4 o+ |7 Jo.s
v;‘)%gts‘l?éﬁ‘e" 24 3 126.6 + .5 3 137.3  + 69 |01 e
B ?321?é°tico 24 3 1.36 £ .07 3 3.5 & _ 1 0.60
;(;;tij’é’coh— 72 2 110.0 + 18.0 o 95.5 & | 165 |0.90 5
vi‘gggg‘eo 72 2 2.26 + .02 5 9.6 + 2.26 | 0.60 II
B —.ﬁécl)lé?éotico 72 4 130.0 =+ 18. iZ— - 124.0 =+ ol ;3_0 _O—O—I_H
f)g]tg;?ct)lco 72 2 2.1+ .08 12 2.36 +  0slos0 5
Sggi&r‘ 96 4 99.5 + .5 2 nsos | oo e
) alantoideo | g 2 5.25% .03 2 | ssse4 | 0000 we
?Jlggts?feo g 2 104.0 + 6 2 4.0 £3 | |o.001 *es
Sodio 0 96 2 8.35+ .01 2 3.6+ .01 0.001 ***
— . _ [ e S S IR

* %
W

Desviacién estandar.
Diferencias con los

controles estadisticamente significativa (Ver texto).

Nuimero de muecstras. Cada muestra fué una mezcla del liquido de tres embriones.
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GRAFICA 1
b
® Niveles de Na® en el 1lfquido
<
alantoideo despues de la inyeccion
A
> de 1,0 mg de cortisona.
d .
© c¢ortisona
X sol. salina
160 A
120
Y
[
"ﬁ
g0 A
80+
T T ¥ 1 1 L ! 1 LI
12 24 26 48 60 72 84 96 hs,

No parece haber una accién definida sobre el nivel de sodio en el
liquido amnidtico en les animales tratados con cortisona, comparados
con los controles; aunque la elevacion en su concentracion significativa
a las 24 y 96 horas, no sc observd cambio significativo en este i6n, en
relacién con los testigos a las 72 horas (Cuadro 2, Grafica 3).

Los niveles en la concentracion del 16n potasio en el liquido amnio-
tico pueden ser apreciados en el CuadroZ Grafica 4. En este liquido, en
apariencia, el hecho mas sobresaliente es una disminucién importante en
la cantidad dc potasio a las 96 horas, en los animales tratados con corti-
sona en relacion a los controles.

DISCUSION

Si como se sabe el liquido alantoideo cs semejante a la orina de los
mamiferos??, #¢ desprende de los datos aqui reportados que la triamci-
nolona (esteroide sintético) produce retencion de sodio y excrecion anor-
mal de potasio en el embrién de pollo. Con esta droga este efecto signi-
ficativo no se csperaba va que se ha sostenido que esta tiene una accién
natriurctica y ninguna sobre el ién potasio en el hombre, €l perro, y en
las ratas normales y adrenalectomizadas '3, 16, 17, 18 19 21 Fg nosible que
esta controversia en los resultados esté relacionada con diferencias de es-
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CRAFICA 2

M
[} . N
© Niveles de K en el liquido
QO. alantoideo desn»ues de la inyeccion
<2
A de 1,0 mg de cortisona.
O cortisona
K sol, salina
15 4
R O_’/'/,__————G\o
5 4
—X
T T T T T T 1 LB
12 24 36 48 60 72 84 96 hs.

pecie 'y otros factores incompletamente estudiados, ya que en rigor la
alantoides no funciona estrictamente a la manera del rifiéon de los mami-
feros.

La cortisona en el presente estudio parece tener sobre el i6n sodio una
accion bifasica dentro de las primeras 96 horas después de la inyeccion.
Con una primera fase de retencion y una posterior de natriuresis. La re-
sultante de este fenémeno no fué¢ posible determinarla; por otra parte
cste efecto ya habia sido notado por Kagawa y col.?” en ratas adrenaiecto-
mizadas inyectadas con dosis de 0.5 y 1.0 mg. de cortisona.

En lo que se refiere al 16n potasio se notd una eliminacién anormal
a las 72 y 96 horas, no obstante que a las 24 horas esta excreciéon no fué
estadisticamente diferente de los controles (p<C0.25).

La excrecion anormal de potasio producido por estas drogas en el
presente estudio es posible que tenga relacion con su actividad gluco-
neogenética y en consecuencia catabdlica. Se sabe que la mayor parte del
potasio intracelular se encuentra unido a las proteinas, ahora bien, el
sodio es reabsorbido en los mamiferos a nivel tubular como cation de
mtercambio con ¢l hidrégeno, ¢l amonio v el potasio, v lo mas probable
es que penetre dentro de las células en substitucién del potasio en un
intento para mantener el equilibrio osmético. Es evidente que la actividad
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GRAFICA 3

Niveles de Na * en el 1f{quido
amniotico despues de la inyeccion

de 1.0 mg de cortisona.
[
=z
it X sol. salina
Q O cortisona
(= .
'
\
120 b
80
40
T T T + m T t 3
12 24 36 48 60 72 84 96 hs.

gluconcogendética estd en juego, lo que esta apoyado por la baja de peso,
el aumento en la excrecion del nitrogeno total v el acido trico con ele-
vacion del glucdégeno hepatico.

Danowiski y col.?? observaron en ¢l liquido alantoideo de embriones
de pollo tratados con cortisona a dosis variables de 0.25 a 4.0 mg., un
aumento en la eliminacién del i6n sodio y disminucién en la del pota-
sio. Sin embargo estos investigadores trabajaron bajo situaciones experi-
mentales diferentes.

Por otra parte, ademas de la conocida accién mineralocorticoide de
la cortisona cuando se da a dosis elevadas y por grandes periodos de
tiempo?, * v 3% se le ha encontrado efecto natriurético. Este hecho v al-
gunos datos con ¢l relacionados, serdn examinados para tratar de aclarar
el efecto natriurético de la 9 alfa-fluorc-16 alfa hidroxidelta 1 hidrocor-
tisona en algunas especies, incluyendo al hombre y la posible relacién
que tenga con el embriéon de pollo.

Davis v Howel demostraron que la cortisona que la cortisona o el
ACTH producian natriuresis en perros normales o adrenalectomizados y
con ascitis que se acompafiaba de una elevacién en la velocidad de filtra-
cion (VFG)*® Garrod y colaboradores hallaron en perros adrenalectomi-
zados a los que se les administrd cortisona, una correlacién clara entre
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GRAFICA 4

Niveles de K ¥ _ en el liguido

amniotico despues de la inyeccidn
de 1.0 mg de cortisona.
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(V]
o
3 d
> X s0l. salina
;a O cortisona
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Y
T T T T T — T T T
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VI'G vy la excrecion de sodio, no obstante, indicaron que ésta retenia so-
dio a cualquier nivel de dosis pero que cste efecto quedaba enmascarado
por el aumento de la VFG#1. Raiz demostré que en el hombre la inyeccion
intravenosa de hidrocortisona eleva la VFG*2. Levitt y col. hallaron en
pacientes tratados con cortisona y alimentados con dieta hiposalina 27%
de aumento en el espacio extracelular, con elevacidon del 25% en el ni-
vel de sodio y 199, en el de cloro, dentro de los primeros diez dias de
tratamiento, aunque los valores volvieron a su valor basal a pesar de con-
tinuar ¢l tratamiento. En estos pacientes la velocidad de filtracion glo-
merular se incrementd progresivamente v el maximo se alcanzo cuando
el balance de sodio se hizo ncgativo. No obstante que este experimento
no revela el origen endégeno del agua, el sodio v el cloro, es posible que
una fraccién de sodio puede derivar del hueso que como se sabe lo con-
tiene en cantidades apreciables. La sal presente en el intestino es otro
origen potencial y las células de los tejidos pueden contribuir en alguna
proporciéon®®. Asi mismo, se sabe que la cortisona es capaz de normalizar
la diuresis y llevar a valores normales los electdlitos del plasma en pa-
cientes con enfermedad de Addison e hipopipituansmos*t y #°, Kawalski
observé en individuos bajo tratamiento de cortisona aumento en el espa-
cio extracelular sin reduccion en la excrecién de sodio y cloro y elimina-
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cién anormal de potasio, sin cambios en la osmolaridad o en la concen-
traciéon de sodio y cloro en el suero*®.

Los resultados en ratas adrenalectomizadas en experimentos agudos
con dosis de 0.5 y 1.0 mg. de los compuestos E y I revelan que éstos son
capaces de retener sal como lo hacen en el hombre, sin embargo, el grado
de retencién parece ser débil y transitorio en comparacion con una se-
gunda fase excretoria?”. La excrecién bifasica de sodio no solo se ha visto
en estos compuestos sino también con el alfa estriadol (Harrop*® en pe-
rros alimentados con control de electrdlitos®”. Roberts y col.*® y Ga-
rrod*! han demostrado en perros adrenalectomizados cuando la cortisona
v la D C A se dan juntas que, la reabsorcion de sodio es completa a pe-
sar del aumento en el VFG y sostienen que estos esteroides no tienen
efecto opuesto sobre la excrecién de sodio. Thorn*® sin embargo reporto
que la adicién de 100 mg. de cortisona a pacientes que recibian 5 mg.
diarios de DCA, daba lugar a un aumento en la excrecion de sodio. Ross?®
ha demostrado en el hombre que la corticosterona o la hidrocortisona da-
das simultineamente con la aldosterona, deprimen la accién retencionista
de sal de ¢sta dltima hormona.

Uete y col®* han demostrado en ratas adrenalectomizadas, que el
aumento en la dosis de cortisona o hidrocortisona antagoniza la accién
1etencionista de sal de la DOCA. El efccto de un microgramo de dl-al-
dosterona es abolido por 400 microgramos de hidrocortisona.

El mecanismo de accién de la cortisona es todavia desconocido, sin
embargo, su efecto natriurético puede deberse a un predominio de la ve-
locidad de filtracién glomerular sobre su conocida accién de retener a ni-
vel de los tubulos renales, va que estudios previos han indicado que la
cortisona v la hidrocortisona facilitan la excreciéon de sodio por aumento
en la velocidad de la filtracién glomerular 38, 39 40 41 y 46 Obviamente,
si esto es cierto, en el embrion de pollo es posible que ve verifique esta
condicion.

En las ratas con edema nutricional su efecto diurético puede ser
mejorado por elevacion de la presion coloidosmética del plasma a partir
de las proteinas tisulares. La polifagia observada en estos animales puede
contribuir en alguna forma elevando temporalmente las proteinas plas-
maticas?.

La 9 alfa-fluoro-16 alfa hidroxi-delta 1 hidrocortisona, también auta-
goniza la accién retencionista de la DOCA. Cinco microgramos de este
esteroide inhiben la accidn de 4 microgramos de DOCA.
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De lo que se sabe, no es posible determinar el mecanismo de accion
natriurético de la trancinolona, el cual puede ser debido a una elevaciéon
en la velocidad de filtracién en ratas adrenalectomizadas antagoniza la
accién mineralocorticoide de la DOCA vy la aldosterona y es posible que
actue por aumento de la velocidad de filtracion glomerular o por una
accion primaria sobre la reabsorciéon tubular de sodio®!.

La presencia de un grupo Cus oxhidrilo en este compuesto es intere-
sante ya que ésta potencia la accién glucorticoide de la hidrocortisona v
de los delta-1 analogos de ella. Ademas suprime su actividad mineralocor-
ticoide, asi como también la de los potentes derivados fluorados a la
hidrocortisona.

Compuestos con grupo Cis oxhidrilo han sido aislados de la orina
humana y para determinar su importancia bioldgica se hacen necesarios
mas estudios®,

En el hombre empleada a dosis terapcuticas no retiene sal y no tiene
ninguna'®,

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se estudio el efecto de la triamcinolona v la cortisona sobre los ni-
veles de sodio v potasio en los liquidos alantoideo y amniotico de huevos
embrionados Leghorn de 10 dias de incubacion. Las que se inyectaron
por via corioalantoidea a la dosis de un microgramo de triamcinolona su-
pendida en 0.1 6 0.2 c. c. de solucién salina 0.85 por ciento 6 1 mg. de
cortisona suspendida en 0.2 c. c. de solucion salina 0.85 por ciento por
embrion.

La determinacion de los cationcs mencionados con anterioridad se
hizo por flamometria, a periodo de tiempos variables de 24 a 96 horas.

Con la triamcinolona se encontré retencion de sal y excreciéon anor-
mal de potasio. Este no se esperaba ya que numerosas publicaciones apa-
recidas en la literatura han sostenido que posee accion natriurética y nin-
guna sobre el ion potasio en la rata, el perro y el hombre!?, 16, 17 18 19
2()7 2].

La cortisona en el presente estudio aparentemente ejerce una accién
bifasica sobre la excrecién de sodio. Con una fase inicial de retencién
dentro de las primeras 24 horas v una posterior de natriuresis. La resultan-
te de este fenémeno se desconoce. Este hecho habia sido notado por
Kagawa y col *7 en ratas adrenalectomizadas, tratadas con dosis de cor
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tisona de 0.5 y 1.0 mg; esta misma sustancia di¢ lugar a excrecion anor-
mal de potasio durante el periodo de estudio.

La accién natiurética de la cortisona ha sido sefialada por numerosos
investigadores en la rata, perro, v el hombre y es probable que se deba
a un aumento en la velocidad de filtracién glomerular®®, 39, 40 41 y 46,
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