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Resumen 

Antecedentes: La Prednisona (PON) produce alteraciones en el funcionamiento 

cognitivo y en las estructuras cerebrales en humanos y animales. El Oeflazacort 

(OFZ) es un glucocorticoide sintético, con supuestos menores efectos colaterales 

que la PON. 

Objetivo: Evaluar si la administración crónica de OFZ a los 90 dias produce 

menor neurodegeneración y reactividad glial que PON. 

Metodología: Para la realización de este trabajo se utilizaron ratas macho Swiss

Wistar. Se conformaron tres grupos: un grupo control que recibió 0.1 mi de agua 

destilada por vía oral. Un grupo de Prednisona (PON) que recibió 5mg/Kg/día de 

PON por vía oral y el grupo de Oeflazacort (OFZ) que recibió 6mg/Kg/día de DFZ 

también por vía oral. Este estudio se realizó en cuatro diferentes ocasiones, 

debido a la alta tasa de mortalidad registrada en el grupo de OFZ. En el cuarto 

experimento se utilizó solamente el grupo de OFZ y los grupos de PON y control 

de un previo estudio que fueron usados para compararlos. El índice de 

neurodegeneración, el número y transformación citoplasmática de los astrocitos y 

de las células de la microglia fueron evaluados en la corteza prefrontal, en la 

región CA 1 y la región CA3 del hipocampo. 

Resultados: La mortalidad fue del 49% en el grupo de OFZ, 4.5% en el grupo de 

PON y ninguna murió en el grupo Control. Las necropsias de rutina mostraron 

infección en múltiples órganos. La PON presento dos veces mayor el índice de 

neurodegeneración en la corteza prefrontal, casi siete veces más en la región CA 1 

y cuatro veces en la región CA3 del hipocampo cuando se comparó con el grupo 

control y el grupo de OFZ. La reactividad astrocítica se incremento en las ratas 

expuestas a la PON y OFZ comparadas con el grupo control. El grupo de OFZ 

mostró un promedio cuatro veces menor de células microgliales en las tres 

regiones estudiadas cuando se compararon con el grupo de PON. 

3 



Conclusiones: Parece ser que el DFZ produce un mayor efecto inmunosupresor 

en tejido cerebral y sistémico al compararlo con el grupo que recibió PDN, e 

induce menor daño neuronal que la PDN. La preservación de la viabilidad neural 

por DFZ sugiere que este fármaco puede ser más útil para el tratamiento de 

algunas enfermedades autoinmunes relacionadas con el sistema nervioso central 

(SNC). 

Abstract 

Background: Prednisone (PDN) impairs cognitive functioning and brain structures 

in humans and animals. Deflazacort (DFZ) is a synthetic glucocorticoid claimed to 

have less side effects !han prednisone. 

Objective: To assess whether chronic administration (90 days) of DFZ produces 

less neuronal degeneration and glial reactivity !han PDN. 

Methods: Male Swiss-Wistar rats were studied. Controls received 0.1 mi distilled 

water orally The PDN group received prednisone 5 mg/kg/day orally, and the DFZ 

group received deflazacort 6 mg/kg/day orally. This model had to be assembled in 

three difieren! occasions due to excess mortality in the DFZ group. A four model 

was assembled using only the DFZ group and slides of water- and PDN-exposed 

rats from a previous study were used as comparators. The index of degenerated 

neurons and the number and cytoplasmic transformation of astrocytes and 

microglia cells were evaluated in the prefrontal cortex, CA 1 and CA3 hippocampus. 

Results: The overall mortality was 49% in the DFZ group, 4.5% in the PDN group 

and none of the controls died. Routine necropsy showed infection in multiple 

organs. PDN had two times higher neuronal degeneration in the prefrontal cortex, 

almos! eleven times in CA 1 and four times in CA3 hippocampus when compared 

with controls and DFZ group. Astrocytes reactivity was increased in the PDN- and 

4 



OFZ-exposed rats compared with controls. The OFZ group showed an average of 

four times less microgial cells in the three studied regions when compared with 

controls and the PON group. 

Conclusions: lt seems that OFZ produced a stronger immunosuppressive effect -

systemic and in brain tissue-- than PON, and induced less neuronal damage than 

PON. The preservation of neuronal viability by OFZ suggests that this drug may be 

more useful far treatment of sorne autoimmune disorders with SNC involvement. 
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Introducción 

Historia de los glucocorticoides. 

En la tercera década del siglo XX ya se aceptaba que la corteza y no la médula es 

la parte de la glándula que mantiene a la vida. La naturaleza compleja de la 

deficiencia adrenocortical se hizo dramática en la década de 1930, cuando se 

demostró en forma contundente que la pérdida renal de sodio y la depleción de 

reservas de hidratos de carbono eran características de la deficiencia 

adrenocortical. De esta manera, surgieron dos tipos de hormona adrenocorticales 

(Goodman y cols., 2001 ). 

Glucocorticoides. 

La corteza suprarrenal sintetiza dos clases de esteroides los corticoesteroides 

(glucocorticoides y mineralocorticoides), los cuales tienen 21 átomos de carbono, y 

los andrógenos los cuales tienen 19 átomos de carbono. En humanos la 

hidrocortisona (cortisol) es el glucocorticoide principal (Goodman y cols., 2001 ). 

En respuesta a los cambios y alteraciones concomitantes de la homeostasis, el 

organismo presenta un gran espectro de reacciones autónomas, endócrinas y 

comportamentales tendientes para reestablecer la homeostasis. Una característica 

común de respuesta al estrés es la activación del eje hipotálamo-hipófisis

suprarenal (HPA) que conduce al incremento del cortisol en el plasma. Esta 

hormona tiene diversos mecanismos, entre las principales funciones de los 

glucocorticoides son a nivel del metabolismo de los hidratos de carbono, lípidos, 

proteínas, balance hidroelectrolítico y participan en la función de los sistemas 

nervioso, cardiovascular, renal, endocrino e inmunitario así como en el músculo 

estriado. Además, confieren al organismo la capacidad de resistir a estímulos 

nocivos y cambios ambientales (DeRijk y cols., 2002). 

La hormona del cortisol está regulada bajo el control de la hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) la cual se origina en la glándula hipofisiaria en un 
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cambio homeostásico y esta a su vez, está regulada bajo la influencia de la 

elevación de la hormona regulatoria corticotropina (CRH) y la hormona arginin 

vasopresina (AVP) que son sintetizadas en el hipotálamo. Por otra parte, el 

hipocampo es una estructura cerebral límbica que está implicada en la adaptación 

comportamental y ejerce su control inhibitorio bajo estas substancias. Existe una 

retroalimentación negativa fuerte en la secreción de ACTH, CRH ejercida por el 

cortisol a nivel del hipotálamo y la hipófisis (de Kloet y cols., 1997; Meijer y cols., 

1998). 

Mecanismo de acción de los glucocorticoides. 

Los glucocorticoides se absorben a través del tracto gastrointestinal. Se 

distribuyen rápidamente por todos los tejidos del cuerpo, estos metabolitos 

circulan unidos a una globulina transportadora que es una proteína, la cual se le 

conoce como transcortina. El mecanismo de acción de los glucocorticoides implica 

su difusión pasiva a través de la membrana celular uniéndose al receptor protéico 

solubre intracitoplasmático. El complejo-hormona receptor penetra en el núcleo y 

regula la transcripción de genes. De esta forma disminuye la síntesis de moléculas 

proinflamatorias como citocinas, interleucinas y proteasas, incrementando la 

síntesis de moléculas como la lipocortina. Estas hormonas se metabolizan 

principalmente en el hígado y en el riñón, excretándose en la orina. El lento 

metabolismo de los esteroides y su baja capacidad de unión a la globulina 

sostiene su acción de forma intensa (Goodman y cols., 2001 ). 

Receptores a glucocorticoides. 

El cortisol ejerce sus efectos por medio de dos receptores intracelulares, los 

cuales se unen directamente al adenosin difosfato (DNA) o interactúan con otros 

factores transcripcionales en el núcleo. En el cerebro se encuentran dos 

receptores: los receptores a mineralocorticoides (MR) y receptores a 

glucocorticoides (GR) (Tanaka y cols., 1997). Ellos permiten en el modo pro-activo 
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la expresión de un comportamiento en particular dirigido o limitado a una 

alteración homeostásica, un ejemplo de este modo pro-activo de actuar es el rol 

de los corticoides en la sincronización y coordinación de los eventos circadianos 

tales como la ingesta de alimentos y los eventos relacionados con el sueño. En el 

modo reactivo ellos facilitan la recuperación de la homeostasis después del estrés, 

por ejemplo, bajo estas condiciones la hormona promueve el almacenamiento de 

la información que puede ser recuperada en el apropiado contexto en orden a 

cubrir en el próximo encuentro que modifique la homeostasis (de Kloet y cols., 

1999; de Kloet y cols., 1998). En caso de un cambio inmunológico, el 

concomitante incremento del cortisol en el plasma no solo retiene potencialmente 

el daño de la respuesta inflamatoria si no también al mismo tiempo alarga la 

eficacia de la respuesta inmune (Wilckens y cols., 1997). 

Glucocorticoides sintéticos. 

Para disminuir los efectos indeseables de los glucocorticoides se ha tratado de 

modificar la estructura bioquímica de los glucocorticoides naturales, pero tratando 

de preservar su efecto anti-inflamatorio y además, reducir la retención de sodio, 

hiperglicemia y el catabolismo del metabolismo del hueso (Coirini y cols., 1994). 

Este tipo de substancias son consideradas parte fundamental en el tratamiento de 

enfermedades con componente autoinmune (Bumpas y cols., 1993). Los 

glucocorticoides sintéticos más utilizados son: prednisona, dexametasona, 

prednisolona, betametazona, triamcinolona y deflazacort (Goodman y cols., 2001 ). 

Prednisona. 

La ll 1-cortisona también llamada prednisona (C21H25Üs), es uno de los 

glucocorticoides sintéticos más conocidos y utilizados en la práctica clínica. Este 

fármaco tiene un grupo pregnano y 21 átomos de carbono en su estructura como 

se puede observar en la figura 1, por lo cual resalta por su gran potencia 

antiinflamatoria y capacidad inmunosupresora, por tal motivo se prescribe para 
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una gran variedad de enfermedades con un componente de origen autoinmune o 

como terapia hormonal sustitutiva (Cooper y cols., 1990). 

CORTICOSTERONA 

(;l\ .. (IH 
1 ' c=o 

, º~ri::'::lº" 
o-CCJ 

PREDNISONA 

Figura 1. Fórmula quimica del glucocorticoide natural corticosterona y de su análogo 

prednisona. 

La prednisona, atraviesa con gran facilidad la barrera hemato-encefálica (Chen y 

co\s., 1996), y una vez dentro de las células se une reversiblemente a unas 

proteínas o\igoméricas intracelulares, denominadas receptores esteroideos (Kubli 

y cols., 1993), con ellas conforma un complejo esteroide-receptor de alta afinidad. 

Este fármaco produce diversos efectos colaterales por su administración, 

evidencias clínicas sugieren que la prednisona induce alteraciones a nivel del SNC 

provocando daño cerebral: muerte neuronal y reactividad de microg\ia y astrocitos 

traduciéndose en disfunción cognoscitiva como alteración de memoria (Ramos

Remus y co\s., 2002; Schmidt y cols., 1999). 

Deflazacort. 

En 1969 Nathanson y colaboradores modiíicaron la estructura de la prednisolona 

agregando un grupo oxazolínico dando como resultado nuevos glucocorticoides 

como el Deflazacort (Figura 2). 

Se ha dicho que este derivado oxazo\ínico posee propiedades antiinflamatorias e 

inmunosupresoras más potentes que otros glucocorticoides (Schiantti y co\s., 

1980). Después de ser administrado por vla oral, se absorbe y es transportado 

rápidamente al interior de las células y en el hígado el def\azacort es desacetilado 

en la posición 21, para formar 21-hidroxi-deflazacort (componente activo) forma en 

la cual ejerce sus efectos farmacológicos (Markham y cols., 1995). 
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La vida media de este fármaco es de 6, 11 y 18 horas en rata, perro y humano 

respectivamente. Existen otros metabolitos que son excretados por la orina 

después de la transformación del deflazacort los cuales se pueden observar en la 

figura 3. Los metabolitos 11 y 111 son los metabolitos urinarios más importantes en la 

rata, perro y humano. El metabolito V es importante en la orina del humano y los 

metabolitos 1 y IV son los menos abundantes en la orina de todas las especies. En 

general se puede mencionar que la farmacocinética de este fármaco es similar en 

las tres especies (Martinelli y cols., 1979; Assandri y cols., 1982). 

Este glucocorticoide sintético parece tener mejor perfil de seguridad que la 

prednisona (Messina y cols., 1992), y puede tener menores efectos colaterales 

PREDNISOLONA DEFLAZACORT 

Figura 2. Fórmula bioquímica del glucocorticoide sintético deflazacort y de su precursor 

prednisolona. 

sobre la absorción del calcio intestinal, excreción del calcio urinario (Caniggia y 

cols., 1981), retraso en el crecimiento en niños, ganancia de peso (Bonifati y cols., 

1999) y desarrollar menos cataratas subcapsulares. 

En general, el deflazacort parece tener menos efectos que la prednisona, en 

parámetros que pueden ser asociados con el desarrollo de inducción de 

osteoporosis secundaria a corticoides (Markham y Bryson cols., 1995). Coirini y 

colaboradores encontraron en 1994, que el deflazacort se distribuye de una 

manera similar que la dexametasona en el SNC. Se une predominantemente a 

receptores GC en corteza prefrontal e hipocampo. 

Glucocorticoides y celularidad cerebral. 
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La función del SNC esta dada principalmente por las propiedades de excitabilidad 

eléctrica de las neuronas; sin embargo las células gliales, a pesar de que no son 

excitables, también realizan numerosas funciones de gran importancia para el 

mantenimiento de la homeostasis intracraneal. Los cambios histológicos que 

resultan ante cualquier daño químico o traumático sobre el tejido nervioso se 

caracterizan por la aparición de cambios degenerativos neuronales y la 

reactividad de células no excitables denominadas células gliales como son los 

astrocitos y la célula de microglia. 

~'º· 

. ,~-. r'., ! 
Ji·.'..-'(·-~--·· 

.?· ·- '':IC<:'tiai.Ku! 

Figura 3. Principales metabolitos del Deflazacort. 

Neuronas. 

A nivel neuronal, los cambios que se observan en las neuronas cuando existe 

daño son: retracción del soma neuronal, picnosis nuclear, desaparición del 

nucleolo y pérdida de la sustancia de Nilss, con intensa eosinofilia del citoplasma. 
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Además puede suceder atrofia y degeneración neuronal, donde ocurre una 

pérdida de neuronas asociada con gliosis reactiva (Banati y cols., 1993). La 

función y la supervivencia neuronal requieren de la comunicación bidireccional 

entre las neuronas y las células de la glia que requieren una gran cantidad de 

factores de crecimiento, estos factores son operacionalmente definidos como 

proteínas que regulan la supervivencia y diferenciación neuronal. Estas pueden 

ser sintetizadas por neuronas y células gliales (Unsicker y cols., 2002). 

Microglia. 

Las células de microglia se encuentran presentes en un 5% al 20% del total de 

todas las células de la glia a nivel del SNC. La clasificación de las células de la 

microglia de acuerdo al estado morfológico que se encuentra en el SNC del adulto 

es el siguiente: Microglia ramificada en estado de reposo o no patológico, 

microglia reactiva en estado activo las cuales actúan en estados patológicos pero 

no son fagocíticas y microglia fagocítica que se encuentra establecida en el 

cerebro como macrófago. Del Rio-Hortega, (1932) quien primero distinguió la 

célula de microglia de otras células gliales en el SNC, reportó que la 

transformación de la microglia de un tipo ramificado a un tipo no ramificado era 

dado en respuesta a un daño cerebral. 

Cambios morfológicos de la célula de microglia. 

Cuando el cerebro esta dañado o enfermo la microglia ramificada cambia su 

morfología, hay una retracción en sus prolongaciones y un incremento en su 

volumen. Esta forma es conocida como microglia activa normalmente o microglia 

reactiva como se puede observar en la figura 4. Esta transformación de la 

microglia esta mediada a través de señalizaciones específicas, las moléculas 

responsables para los cambios morfológicos que han sido explorados en estudios 

in vivo, son: proteínas del plasma, factores de crecimiento, amino-ácidos y 
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proteínas de la matriz extracelular los cuales modulan los cambios morfológicos 

de la mícroglia. 

Figura 4. Microglia activa. 

Por otro lado, las moléculas que transforman la microglía ameboidea a partir de la 

mícroglia ramificada han sido determinadas también in vitro. Esta célula cuando es 

cultivada en medios de astrocitos, producen citocínas como son: factor de 

crecimiento transformador 13 (TGF¡3), factor estimulador de colonias de macrófagos 

(M-CSF) y factor estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) 

(Schilling y cols., 2001 ). Los substratos gliales tales como son fibronectina, 

laminina y factor insoluble derivado del astrosito (Tanaka y cols., 1999) causa la 

ramificación morfológica. Dimetil sulfóxido (DMSO) y ácido retinoico, adenosina 

trifosfato (ATP), amino-ácidos y vitamina E también inducen ramificaciones. Estas 

moléculas pueden estar relacionadas con el mantenimiento de la morfología o en 

el cambio de la microglia activa en su forma ramificada en la regeneración de 

procesos del SNC. Adenilato ciclasa, calcio y fosfatasa son involucradas en la 

regulación de las ramificaciones (Kalla y cols., 2003). 

Cambios inmunológicos de la célula de microglia. 

Un gran número de estudios inmunohistoquímicos han demostrado que 

numerosas proteínas incluyendo antígenos de superficie, receptores, y proteína 
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trombospondina (ECM) son inducidas por una regulación en la actividad de las 

células de microglia en el sitio del cerebro donde se encuentra el daño cerebral. 

Las células presentan proteínas de adhesión las cuáles funcionan en las células 

leucociticas algunas de ellas son el antigeno-1 asociado con la función leucocítica 

(LFA-1), y la ECM las cuales son reguladas en la actividad de la célula de 

micgroglia (Maneta y cols., 1993, Moller y cols., 1996). Estas moléculas pueden 

estar asociadas con contacto celular o recognición celular. Una de las lectinas es 

reconocida por isolectina B4 derivado de Griffonia simplicifolia que esta presente 

en una gran cantidad de especies, la unión indica un incremento en la actividad de 

la célula de microglia (Streit y cols., 1989). 

ED-1 es un marcador de células fagociticas, y su activación es inducida también 

cuando la célula de la microglia activa es transformada en célula fagocítica. Los 

receptores a citocinas son también elevadas en la microglia activa. Todo lo 

anterior refleja el rol de la célula inmune particularmente en las condiciones de la 

inflamación crónica (Gebike-Haerter y cols., 2001 ). 

Cambios proliferativos de la célula de microglia. 

El aumento del número de células y sus cambios morfológicos pueden ser 

observados en muchas condiciones patológicas. La actividad proliferativa de las 

contribuciones de la célula de microglia se refleja en el aumento del número de 

células alrededor de la lesión cerebral. 

La célula de microglia prolifera en respuesta a factores de estimuladores de 

colonias tales como M-CSF, GM-CSF, y multi-CSF [interleucina-3 (IL-3n)] (Giulian 

y cols , 1988). 

Actividad microglial en la muerte celular. 

Cuando hay una lesión en algún nervio, la célula de microglia prolifera, muchas de 

estas células se encuentran bajo apoptosis con fragmentación de ADN. Esto 

puede funcionar como un sistema regulatorio que sirve para mantener la población 
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de la célula de microglia en niveles adecuados en el área de lesión. El ATP ha 

mostrado inducción de muerte celular en la célula de la microglia por la vía del 

receptor purinérgico P2X7 (Brough y cols., 2002). 

Inducción de moléculas citotóxicas de la microglia activa. 

Muchos estudios han reportado que la célula de microglia activa estan asociados 

con la progresión de estados patológicos para producir características de 

deterioro, en concreto la microglia puede producir una gran variedad de factores 

citotóxicos in vitro. Especies reactivas de oxígeno (ROS), incluyendo an'1ón 

superóxido, radicales hidróxidos y peróxidos de hidrógeno. Oxidos nitrogenados, 

como son: óxido nítrico (NO), son reactivos que presentan una elevada cantidad 

de radicales libres (Chao y cols., 1992; Banati y cols., 1993; Aschner y cols., 1999; 

Yrjanheikki y cols., 1999; Gao y cols., 2002). 

La activación de la microglia es asociada con una variedad de enfermedades 

neurodegenerativas, incluyendo Enfermedad de Alzheimer. Finalmente, la 

microglia estimula también la respuesta astrocitaria, cuya función es regular y 

limitar la zona de lesión (Gerhmann y cols., 1995). 

As trocitos. 

La fisiología de las células gliales bajo condiciones normales o patológicos es de 

gran importancia en la funcionalidad y estabilidad en el CNS. En general esta idea 

surge por las investigaciones que señalan que los astrocitos son relativamente 

resistentes al daño provocado por la isquemia cerebral, deprivación de oxígeno

glucosa (OGD) y del estrés oxidativo (especies de reactivos de oxígeno) (Juurlink 

y cols., 1997). Recientes trabajos mencionan el significado de la disfunción del 

astrocito en respuesta al daño y en la muerte celular (Reichert y cols., 2001; 

Jacobson y cols., 2002; Fern y cols., 1998). 

Cambios morfológicos del astrocito. 

15 



La morfología de los astrocítos es muy diversa, el soma de las células puede 

aumentar de tamaño en varios procesos primarios y ontogénícos, de los cuales 

pueden originarse ramificaciones secundarias. Toda esta diversidad esta 

relacionada con la interacción funcional y estructural del astrocito con el micro

ambiente cerebral. Ver figura 5. 

Figura 5. Astrocito Fibroso 

Cambios inmunológicos de la célula astrocítica. 

Los astrocitos pueden ser identificados por técnicas inmunohistoquimicas de 

ciertos antígenos que están restringidos a estas células. Mientras algunas células 

astrocíticas son inmunopositivas a proteína acidífilo fibrilar glial (GFAP) en el 

cerebro, hay muchos astrocitos que no son marcados con anticuerpo (Ac) anti

GFAP. Algunos Ac. se dirigen a las proteínas citoplasmáticas, (tales como 

glutamina sintetasa y S-100 ~) pueden presentarse como finas manchas 

imperfectas en el citoplasma (Bushong y cols., 2002). 

Actividad astrocítica en la muerte celular. 

Entre las proteínas expresadas por los astrocitos durante la fase aguda de lesión 

se encuentra la GFAP (Eng y cols., 1988; Reier y cols., 1988). Esta proteína 

solamente se manifiesta en grandes cantidades durante la respuesta tisular a la 
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lesión y se mantiene presente por tiempo variable, por esta razón su detección 

por métodos inmunocitoquímicos se considera un indicador confiable de la 

activación astrocitaria secundaria a una lesión nerviosa (Topp y cols., 1989; 

Hozumi y cols., 1990). 

Astrocito activo y secreción de moléculas neuroprotectoras. 

Las investigaciones recientes han empezado a señalar el efecto de los astrocitos 

respecto a su habilidad para regular la comunicación neuronal y supervivencia. 

Factores solubles e insolubles pueden jugar como mediadores en el rol del 

astrocito como neuroprotector. Recientes trabajos han demostrado que los 

astrocitos pueden producir factores de crecimiento como el factor de crecimiento 

transformador ~ (TGF-~) que es miembro de una superfamilia de estas proteínas, 

los procesos en los cuales está implicada son: regulación de crecimiento, 

diferenciación, formación de la matriz extracelular, y regulación inmune así como 

la inducción de la supervivencia neuronal y la reparación al daño. También 

recientes estudios han demostrado que la activación de AP-1 un gen de una 

familia de factores transcripcionales que forman complejos hemodiméricos y 

heterodiméricos pertenecientes a una familia de genes c-Fos y c-Jun, las cuales 

son moléculas que se requieren para TGF-~ (Dhandapani y cols., 2003). 

Interacción del Sistema Nervioso Central y el Sistema Inmunológico. 

La interacción del sistema inmune (SI) y el SNC juegan un importante rol en la 

modulación de la susceptibilidad del huésped y resistencia a la enfermedad 

inflamatoria. La regulación neuroendócrina de la respuesta inflamatoria, inmune y 

en la enfermedad ocurre a múltiples niveles: A nivel sistémico a través de la acción 

antiinflamatoria de los glucocorticoides activando el eje HPA, localmente a través 

de la producción de glucocorticoides y la inervación sináptica de órganos inmunes 

tales como el timo; y en sitios de inflamación. Durante la inflamación, las citocinas 

del sistema periférico activa al SNC a través de múltiples rutas. Estos resultados 
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actúan en la estimulación del eje HPA la cual cambia, a través de los efectos 

inmunosupresores de los glucocorticoides generalmente van a inhibir la 

inflamación. Recientemente los estudios indican que los niveles fisiológicos de los 

glucocorticoides son además inmunomoduladores sumado al efecto 

inmunosupresor, produciendo citocinas de patrones de TH 1- a TH2, en nivel 

genético. Las intervenciones quirúrgicas y farmacológicas pueden producir 

resistencia inflamatoria. La activación de este eje HPA, como ocurre durante el 

estrés, puede también afectar varias enfermedades infecciosas a través de los 

efectos inmunosupresivos de los glucocorticoides. Esta interacción ha sido 

claramente demostrada en varios modelos animales, a través de varias especies, 

tenciones y enfermedades que son también relevantes en las enfermedades 

inflamatorias, alérgicas y autoinmunes, incluyendo Artritis reumatoide (AR), Lupus 

eritematoso sistémico (LES), Síndrome de Sjogren's, Asma alérgica y Enfermedad 

atópica de la piel. Donde muchos genes y factores ambientales contribuyen a la 

susceptibilidad y resistencia de enfermedades autoinmunes/inflamatorias 

(Sternberg y cols, 2001). 

Antecedentes 

Existe cada vez mayor evidencia de que la exposición endógena y/o exógena a 

glucocorticoides es un determinante neurobiológico del curso y presentación de 

varios trastornos de la emotividad, disfunción cognoscitiva y daño cerebral. Los 

glucocorticoides tienen grandes efectos a nivel del SNC y algunos reportes sugieren 

que el tratamiento con estos fármacos hacen más vulnerable a las neuronas de 

diferentes regiones cerebrales (McEwen B.S. y cols., 1997). Los pacientes que son 

tratados con PON de forma crónica en condiciones neuropsiquíatricas, como son la 

enfermedad de Alzheimer se han asociado con la alteración en la función del eje 

HPA (Raber y cols., 1998). Se ha reportado que los niveles altos del cortisol están 

asociados con disfunción de la memoria en pacientes que presentan síndrome de 

Cushing y la pérdida del volumen hipocampal (Sapolsky y col s., 2000). 
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En otras revisiones se ha reportado que en los pacientes con síndrome de Cushing 

se les realizaron estudios de resonancia magnética al momento de la cirugía en 

donde se les extirpo la tumoración, el cual era la causante del aumento de los 

glucocorticoides, y se encontró atrofia hipocampal, un año después se les realizó 

nuevamente otra resonancia magnética a estos pacientes y se les encontró que el 

hipocampo regresó nuevamente al tamaño normal (Starkman y cols., 1999). En otro 

estudio se realizaron pruebas de cociente 

intelectual (IQ), y los pacientes con mayor número de errores tuvieron síndrome de 

Cushing (Starkman y cols., 2001 ). Los pacientes con una historia de abuso sexual 

durante la infancia presentaron 4.9% mayor atrofia hipocampal izquierda en 

comparación al grupo control asociando en estos pacientes al estrés y los 

glucocrticoides (Stein y cols., 1997). En estudios retrospectivos de adultos y niños 

sugieren que la activación constante del eje HPA está asociada con síndrome del 

niño maltratado en una edad temprana. Estudios en lactantes y preescolares 

sugieren que la depresión post-parto y el destete temprano están asociados con 

presencia de aumento de los niveles de cortisol. Un estudio mostró que la exposición 

al estrés materno en etapas tempranas sensibilizó a los niños para presentar en 

posteriores ocasiones respuesta del eje HPA a la exposición subsiguiente a algún 

evento que les ocasiona estrés (Essex y cols., 2002). 

La PON es el glucocorticoide sintético mas utilizado en la práctica clínica y muchos 

de sus efectos secundarios son bien conocidos. Sin embargo, sus efectos sobre el 

SNC son menos reconocidos. Por ejemplo, un estudio realizado por Bender y 

colaboradores en 1991 en adolescentes con diagnóstico de asma severa crónica 

que fueron tratados con PON en un periodo a corto plazo y dosis bajas presentaron 

síntomas de ansiedad y depresión además de memoria verbal disminuida. Pacientes 

que recibieron altas dosis de este glucocorticoide presentaron psicosis esteroidea 

(Hall y cols., 1979). Otro estudio publicó, que pacientes con diferentes patologías 

entre ellas: LES, dermatomiositis, anemia aplásica entre otras presentaron atrofia 

cerebral en tomografías computarizadas al parecer subyacente al tratamiento con 

PON (Bentson y col s., 1978). En otras publicaciones se realizaron estudios en 

pacientes sanos que recibieron tratamiento con corticoesteroides exógenos como 
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prednisona y dexametasona, encontrando disminución de substancias químicas 

correlacionadas con la presencia de cambios comportamentales, específicamente en 

las pruebas que evaluaron tareas de memoria verbal (Wolkowitz y cols., 1994). 

Por otro lado, el DFZ es un glucocorticoide sintético del cual se ha reportado un 

mejor perfil de seguridad que otros glucocorticoides requeridos en la práctica 

clínica. En tratamientos a corto y a largo plazo parece tener un mejor perfil de 

seguridad que PON y metilprednisona en AR (Markham y Bryson; 1995). Los 

datos disponibles hasta el momento son insuficientes para probar una mayor 

eficacia del DFZ frente a otros glucocorticoides en patologías como asma severa, 

LES, entre otras. De igual forma se desconoce sus efectos sobre la celularídad 

neuronal y glial. 

Por otra parte, se ha encontrado que los glucocorticoides endógenos y sintéticos 

interactuan con la proteína de superficie del H IV, la gp120, exacerbando así los 

efectos neurotóxicos de este péptido y favoreciendo la aparición del complejo 

demencial relacionado con Síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) 

(Brooke y cols., 2000). Se ha reportado también que pacientes con enfermedad de 

Crohn presentan estados psiquiátricos subclinicos leves y déficits 

neuropsicológicos selectivos, asociados al tratamiento con esteroides (Snyder y 

cols., 1994). 

Un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, demostró que la 

administración de PON 5mg y 80mg implantados en la piel, a dos diferentes 

grupos durante 8 días, induce trastornos de ansiedad y cambios gliales en las 

regiones cerebrales con mayor densidad de receptores a glucocorticoides como 

son la corteza prefrontal y la región CA 1 del hipocampo (González-Pérez y cols., 

2001 ). Posterior a este trabajo, en un modelo experimental se investigó los efectos 

de la administración a largo plazo de 90 días con una dosis moderada de PON (5 

mg). Los resultados obtenidos mostraron que el grupo tratado con PON en 

comparación al grupo control presentó en la evaluación del laberinto acuático de 

Morris trastornos en la fase de adquisición de memoria así como en retención de 

memoria. El análisis histopatológico del cerebro de rata mostró que el grupo 

tratado con PON presentó incremento de la neurodegeneración tanto en la región 
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de corteza prefrontal y la región CA 1 del hipocampo, en los análisis de 

histoquimica con isolectina B4 e inmunohistoquimica con Ac. monoclonales se 

observó mayor reactividad glial sugiriendo un efecto negativo de la PDN sobre la 

disminución de la sobrevida neuronal (Ramos-Remus y cols., 2002). 

El DFZ es un glucocorticoide sintético relativamente nuevo, el cual tiene menos 

efectos colaterales que la PDN sobre la glicemia, en el hueso y en el crecimiento 

en niños (Markham y Bryson; 1995) y tiene una afinidad diferente a RG cerebrales 

(Coirini y cols., 1994). Por lo tanto, puede ser posible que DFZ pueda inducir 

menor daño cerebral que PDN después de un largo período de administración. El 

objetivo de este trabajo fue comprobar si DFZ produce menor efecto sobra la 

viavilidad neuronal y en la reactividad glial comparado con el grupo de la PDN y el 

grupo control. Inicialmente se utilizó un modelo experimental semejante a uno 

utilizado en nuestro laboratorio para analizar daño cerebral provocado por la PDN 

(Ramos-Remus y cols., 2002), para lo cual se formaron tres grupos (grupo PDN, 

grupo DFZ y grupo control). Sin embargo, debido a la alta taza de mortalidad 

registrada en el grupo de DFZ el modelo fue repetido en cuatro ocasiones. Al final 

se utilizo únicamente un grupo de DFZ, comparándolo con el grupo control y el 

grupo de PDN de un estudio publicado previamente (Ramos-Remus y cols., 2002). 

En los métodos y resultados se describen en detalle estos problemas. 

Planteamiento del problema 

Diversas evidencias indican que la exposición a prednisona en diversos modelos 

experimentales produce daño neuronal en diversas estructuras cerebrales así 

como alteración en la ejecución de tareas cognoscitivas. Estos hallazgos pudieran 

también ocurrir en humanos expuestos a glucocorticoides. El deflazacort, es un 

nuevo glucocorticoide sintético, que se utiliza en la clínica para el tratamiento de 

diferentes patologías crónicas, del que se señala posee menos efectos colaterales 

que la prednisona. En la actualidad no se cuenta con estudios, que establezcan si 

el deflazacort, causa alteraciones en la citoarquitectura cerebral, de manera similar 

a lo que hemos reportado con prednisona. Por lo tanto, es de suma importancia 
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analizar el efecto de la administración crónica del deflazacort sobre el Sistema 

Nervioso Central ya que podría representar una mejor opción terapéutica para los 

pacientes que requieren de la administración de los glucocorticoides. 

Objetivo General 

Evaluar los efectos de la exposición crónica de prednisona y deflazacort sobre la 

estructura neuronal, reactividad astrocitaria y microglial en ratas. 

Específicos 

1.- Cuantificar el daño neuronal en ratas expuestas a deflazacort y prednisona. 

2.- Cuantificar la reactividad de astrocitos y microglia en ratas expuestas a 

deflazacort y prednisona. 

Hi ótesis 

La administración crónica de deflazacort a ratas tiene un menor efecto en la 

estructura neuronal, reactividad de microglia y astrocitos en comparación con la 

prednisona. 

Materiales y métodos 

Grupos experimentales. 

La propuesta original para este estudio fue utilizar un modelo experimental similar 

a uno que se implementó para probar el efecto de PON sobre la viabilidad 

neuronal y gliosis reactiva, la cual fue publicada (Ramos-Remus y cols., 2002). 

Los experimentos se realizaron en ratas macho Swiss-Wistar de 8 semanas de 

edad, con un peso de 120-140 g. Todos los animales se mantuvieron a 22 ± 1 ºC 
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1 

con agua y alimento a libre acceso. Para este estudio, se formaron 3 grupos (15 

ratas por grupo). El grupo control recibió 0.1 mi de agua destilada por vía oral, 

cada mañana por 90 días. El grupo de PON recibió PON (Chemical Co., SI. Louis, 

Mo) 5mg/Kg/día por vía oral disuelto en 0.1 mi de agua destilada, cada mañana 

durante 90 días. De acuerdo a un escalamiento esta dosis corresponde a una 

dosis moderada en humanos (Travis y cols., 1991 ). 

Diseño experimental. 

Ratas Wistar (120-1409) 
n =15 por grupo 

1 

Control-vehículo Prednisona 5 mg/kg Deflazacort 6 mg/kg 
!Estudio orevio) (Estudio previo) (Estudio actual) 

1 

Administración 75 
Administración 90 días 

días 

Sacrificio por perfusión 
intracardiaca 

1 1 

Tinción H/E 
1 

lnmunocítoquímico Histoquímíca de 
GFAP microglía 

ANOVA (análisis post· Hoc:de 
Scheffé) y Kruskal-Wallis 
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El grupo de OFZ recibió OFZ (Aventis Pharma, Italia) 6mg/Kg/día por vía oral 

disuelto en 0.1 mi de agua destilada, cada mañana durante 90 días. La dosis fue 

la correspondiente al equivalente al grupo de PON de acuerdo a la literatura 

(Markham y Bryson; 1995). La manipulación de los diferentes grupos de estudio se 

realizó por la misma persona, asi mismo todos los animales fueron manejados en 

condiciones similares. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de 

acuerdo a la guia institucional del cuidado de animales del Centro de Investigación 

Biomédica de Occidente. 

El modelo se llevo a cabo en cuatro ocasiones diferentes. En el cuadro 1 se 

muestra la mortalidad en cada ocasión. El primer ensayo se detuvo antes de los 

70 dias de lo planeado inicialmente debido a que se registro un 42% de mortalidad 

en el grupo de OFZ, provocado por las infecciones de los diferentes órganos de 

las ratas, inicialmente se pensó que la contaminación fue la causa de la infección, 

por lo cual en el segundo ensayo se incremento la limpieza del ambiente. 

Sin embargo, de nuevo se detuvo el experimento debido al 30 % de mortalidad 

presentada en el grupo de OFZ al día 32. En un tercer intento se aumento el 

número de ratas y la limpieza y de nuevo se registró una mortalidad de 42% en 

este grupo de OFZ, sin embargo en los grupos de PON y control no hubo 

mortalidad. Se decidió realizar un cuarto intento en el que solo se utilizó un grupo 

de OFZ con un mayor número de ratas y bajo condiciones de limpieza profunda 

(diariamente lavando las cajas, esterilizando y usando agua filtrada). Sin embargo, 

el 80 % de las ratas murieron y el experimento se detuvo a los 75 días de los 90 

dias planeados inicialmente. Así solo cuatro ratas fueron utilizadas para el análisis 

del tejido cerebral. 
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Cuadro 1. 

Modelo Numbero de ratas Ratas sanas Días de Administración del fármaco Causa de muerte 

' Control= 14 Control= 14 20 ái.;s lnfeooi6n 
PCN = 14 PDN = 12 
CfZ: 14 DFZ=S 

2 Control= !2 Control= 12 32 dla:s lnfea::i6n 
Píl~ = 1il PDN = 15 
CfZ: í7 DFZ=12 

l Control= 15 Control= 15 23 a'ias lnfeooi6n 
PCN = 15 PDN = 15 
CfZ = 24 DFZ = 14 

4 CfZ: 2·) DFZ= 4 75 dÍas lnfea::i6n 

El cerebro de las cuatro ratas fueron procesados para la obtención de cortes 

histológicos y el procesamiento inmunocitoquímico e histoquímico. Los cortes 

fueron comparados con aquellos obtenidos en un estudio previo en donde las 

ratas fueron expuestas a la misma dosis de PDN o agua en el caso del grupo 

control. por 90 días (Ramos-Remus y cols., 2002). Una lista se genero por 

computadora al azar en la que se utilizo el 75 % de los cortes obtenidos, cada uno 

de los cortes del estudio previo y los cortes obtenidos en el presente trabajo con el 

uso de DFZ fueron codificados a doble ciego y se observaron los diferentes cortes 

asignados a cada grupo. 

Perfusión intracardiaca para fijación del cerebro. 

Las cuatro ratas que fueron elegidas para análisis histopatológico de los 

diferentes órganos y las otras cuatro que quedaron en el momento de detener el 

experimento para el análisis del tejido cerebral, los animales fueron sacrificados 

mediante perfusión intracardiaca, por lo cual las ratas recibieron una dosis subletal 
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intraperitoneat de pentobarbitat sódico (50 mg/kg) y se tes practicó toracotomía 

amplia para exponer el corazón, se pinzó ta arteria aorta descendente; se realizó 

una incisión en ta parte inferior del ventrículo izquierdo, se introdujo un catéter no. 

24 y se hicieron pasar 150 mi durante 3 min de una solución lavadora de 0.9% de 

cloruro de sodio a 37 ºC, con 10,000 UI de heparina y 1 gr de procaina/litro, para 

eliminar el exceso de sangre. Inmediatamente después se pasaron 250 mi de 

solución fijadora durante 12 min, que contenía paraformaldehído al 4% 

amortiguado en fosfato de sodio O. 1 M y con pH 7.4, al finalizar ta perfusión, se 

practicó craneotomía para extraer et cerebro completo y sumergirlo durante 24 hr. 

en ta misma solución fijadora a 4 ºC. 

Evaluación neuronal. 

Los tejidos cerebrales fueron procesados para realizar et análisis de ta población 

neuronal. Se hicieron cortes coronales con un espesor de 4 µm mediante un 

microtomo. Los cortes se realizaron a nivel de ta corteza prefrontal a partir de 

bregma 1.2 mm hasta -.26mm. y para ta región del hipocampo bregma -3.3mm 

hasta -4.8mm (Paxinos y Watson; 1986) Ver figura 6. Posteriormente, tos cortes se 

montaron en un portaobjetos, se almacenaron en una estufa a una temperatura de 

37ºC durante 24 h. En seguida se realizó ta técnica convencional de tinción con 

hematoxilina y eosina para analizar et tejido (García y cots., 1995). 

Tinción de hematoxilina de Harris y eosina. 

Los tejidos fueron colocados dos veces durante 15 min. en soluciones de xiteno 

en baño María a 50º C: xiteno-1 y xiteno-2 por 15 min. en cada ocasión, después 

se transfirieron a otra solución de xiteno-3 a temperatura ambiente durante 1 O min. 

enseguida, se pasaron sucesivamente a soluciones de etanol a concentración 

decreciente (100, 95, 80 y 70%) durante 1 O min. c/u, posteriormente, se 

sumergieron en agua destilada por 3 minutos y acto seguido se inicio ta tinción con 

hematoxilina de Harris (5 min), se realizó un lavado con agua corriente (hasta 
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retirar el excedente de colorante), posteriormente se pasaron a una solución 

compuesta con alcohol-ácido (2-5 seg) para decolorar, se realizaron tres lavados 

mas uno con agua corriente, otro con agua amoniacal (1-2 min) y uno mas con 

agua corriente, alcohol al 96% (2 min), eosina (1-2 min), alcohol al 100% (2 min) 

en 3 ocasiones, xileno (5 min). Finalmente se les agregó unas gotas de la resina 

Entellan (Merck) se colocaron los cubreobjetos y se analizaron con un microscopio 

de luz a 400x. 

Análisis cuantitativo neuronal. 

Se realizó la cuantificación de la población total de neuronas presentes en 120 

campos/región/rata/grupo a un aumento de 400x, y asi mismo se contabilizo la 

población de neuronas que revelaron cualquier tipo de anormalidades como: 

basofilia elevada, cariorrexis, cariolisis, vacuolización del citoplasma, 

edematización de organelos, pérdida de los límites de la membrana perinuclear o 

la membrana plasmática (García y cols., 1995). 

Análisis inmunocitoquímico e histoquímica para células de Ja glia. 

Los tejidos utilizados para identificar las células astrociticas y de microglia fueron 

tratados bajo el procedimiento usado en un trabajo previo (Ramos-Remus y cols., 

2002). De la misma manera con un microtomo se realizaron cortes coronales de 

30 µm de espesor para análisis inmunocitoquímico cuantitativo de astrocitos e 

histoquimico para las células de microglia. 

Para la identificación de astrocitos los Ac. primarios fueron generados en conejo, 

contra proteína GFAP obtenida de médula espinal bovina (inmunógeno). Para el 

marcaje histoquímico de las células de microglía utilizamos ísolectina-B4 con 

peroxidasa acoplada proveniente de Griffonia simplicifolia que reconoce 

específicamente glucoproteinas presentes en la membrana de estas células. 

Estas dos técnicas han sido extensamente utilizadas para estudios de gliosis 

reactiva, indicativa de lesión en el tejido nervioso. 
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CA3 

Figura 6. Corte coronal del cerebro de rata donde se muestran la region CA1 del 

hipocampo analizada (entre lineas). Las coordenadas corresponden a 5.20 mm de la línea 

interaural y -3.80 mm del Bregma (Paxinos y Watson, 1986). 

Análisis de inmunomarcaje de astrocitos. 

Una vez seleccionados los tejidos se procedió a desactivar peroxidasas 

endógenas para lo cual se utilizó una solución compuesta de fosfatos salino 0.1 

M y un pH. 7.4, con metanol al 10% y peróxido de hidrógeno al 0.3%, durante todo 

el estudio los Ac. fueron disueltos en una solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M 

y un pH 7.3 con albúmina sérica bovina al 0.1% Tritón X-100 al 0.3%. Esta misma 

solución se utilizó para los lavados intermedios (tres cambios de 15 min) que 

fueron repetidos a través del estudio entre cada etapa de incubación. Para 

as trocitos los Ac. primarios fueron utilizados en dilución 1: 100 (Dako Z334). La 

incubación se realizó con movimientos suaves durante toda la noche, a 4 ºC, 

enseguida, se hicieron varios lavados en amortiguador de fosfatos y los tejidos 

fueron incubados con el Ac. secundario de enlace; fueron lgG generadas en cerdo 
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contra lgG de conejo en dilución 1 :250, la incubación se realizó a temperatura 

ambiente con movimientos suaves durante 6 hrs. y los tejidos se lavaron 

nuevamente para luego incubarse en la oscuridad con el complejo PAP de conejo 

en dilución 1 :200 durante 2 hrs. a temperatura ambiente (Dako Z113), el revelado 

de la reacción se hizo con la utilización de una solución compuesta de 3'3-

diaminobencidina al 0.07% y peróxido de hidrógeno al 0.3% y se detuvo entre los 

1 O y 15 min, cuando se desarrolló una coloración marrón en los tejidos, se detuvo 

el proceso. Después de lavar en agua destilada los cortes fueron montados sobre 

porta objetos con resina Entellan (Merck) para su análisis posterior en un 

microscopio. 

Análisis histoquímico para célula de microglia. 

Para el análisis de histoquímico se utilizó isolectina 84 con peroxidasa acoplada 

(Sigma L2140) en dilución 1:100, inicialmente se inactiva ron peroxidasas 

endógenas mediante incubación de los cortes durante 15 min en una solución 

compuesta de metano! al 10% y peróxido de hidrógeno al 0.3%, se hicieron 

lavados (2x15 min) en amortiguador fosfato salino 0.1 M, pH 7.4 (PBS), los cortes 

fueron incubados durante 1 O min en una solución catiónica compuesta por CaCl2 

0.1 mM, MgCl2 0.1 mM, MnCI 0.1 mM disueltos en PBS para aumentar la afinidad 

de la isolectina con la membrana microglial. 

La incubación con isolectina 84 con peroxidasa acoplada (Griffonia simplicifolia) 

en dilución 1: 100 se realizó durante toda la noche a 4 ºC, en la oscuridad y en 

movimiento, después de tres lavados con PBS (3x20 min) los cortes fueron 

incubados a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 4 hrs. en el complejo 

avidina-biotina (Vector PK-4000); después de lavar los tejidos se reveló la reacción 

de peroxidasa con la misma solución de diaminobencidina y peróxido de 

hidrógeno. Los cortes de tejidos fueron montados en portaobjetos para su análisis 

al microscopio de luz. 
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Análisis morfométrico. 

El análisis morfométrico se realizó mediante microscopía de luz con un analizador 

de imágenes Leica (QWIN50001). Los cortes inmunoteñidos fueron analizados a 

un aumento de 400x, se cuantificó la densidad numérica de microglia y astrocitos 

en la región CA 1 y CA3 del hipocampo y corteza prefrontal. De cada grupo 

experimental se contabilizaron 120 campos visuales/región/rata por grupo, la 

cuantificación del número de células se realizó en un mismo plano focal del corte. 

Cada campo correspondió a 738,982 µm2
. 

El análisis de la transformación astrocitaria y microglial, se realizó siguiendo el 

método de cuantificación de puntos modificados de Weibel (Luquín y cols., 1995). 

Se analizaron las prolongaciones visibles de las células en un mismo plano focal 

mediante una rejilla estereológica. La rejilla de Weibel consiste en 5 círculos 

concéntricos con una distancia en cada circulo de 89.85 µm, en donde el núcleo 

del astrocito y de la microglia se fijó justo en el centro de la rejilla y se cuantificó el 

número total de puntos en los qué las prolongaciones celulares de los astrocitos 

interseccionan con las líneas de la rejilla de prueba (Figura 7). La cuantificación se 

realizó a un aumento de 400x (Weibel y cols., 1979). 

Figura 7. Diagrama del método de cuantificación utilizado mediante el uso de una rejilla 

estereológica. En el centro de ésta se posicionó el soma de cada astrocito o microglia y se 

registró el número de intersecciones resultante entre las prolongaciones citoplasmáticas 

astrocitarias y los círculos concéntricos a un aumento de 400x. 
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Análisis estadístico. 

Los resultados están expresados como promedio ± ES. Las diferencias entre tres 

variables continuas para los análisis morfológicos fueron determinadas por la 

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Los intervalos de confianza (IC) para 

diferencias son reportadas al 95% (ejem., 95% IC). Se consideraron valores con 

significancia estadística cuando P ~ 0.05. La variabilidad intra-observador entre la 

lectura original y la lectura actual, realizada por el mismo observador, fue O. 71 

usando la corrrelación de Pearson's (Daniel y cols., 1995). 

Resultados 

Se registró una tasa de mortalidad del 49% en el grupo de DFZ, de 4.5% en el 

grupo de PDN y no se registró mortalidad en el grupo control. Cuatro ratas se 

enfermaron severamente del grupo DFZ, las cuales fueron sacrificadas para 

estudio post-mortem, estas ratas no fueron incluidas en el estudio del tejido 

cerebral. Todos los animales presentaron características histopatológicas 

similares, focos de infección múltiple en pulmones y riñones. Los pulmones 

mostraron múltiples abscesos focales asociados con dendritus celulares y necrosis 

extensiva rodeada por neutrófilos y macrófagos. Los linfocitos fueron encontrados 

en pequeñas cantidades alrededor de los bronquios. La pleura se adelgazó por 

proliferación de fibroblastos e hiperplasia mesotelial. Los riñones también 

mostraron múltiples abscesos focales en corteza y médula, con una necrosis 

extensa rodeada por neutrófilos, histiocitos y necrosis tubular aguda. La medula 

espinal mostró hiperplasia granulocítica (celularidad media del 98%). El hígado 

mostró severa y amplia dilatación sinusoidal. Dos de estos animales también 

presentaron esteatosis centrolobular de pequeñas gotas. Uno de estos animales 

mostró multiplés absesos involucrando músculo esquelético, hueso y tejido celular 

subcutáneo. El análisis bacteriológico demostró que Escherichia coli, Proteus 

mirabillis y Streptococcus viridans son los principales patógenos. Los niveles de 

sodio en suero estuvieron entre los límites normales en todas las ratas estudiadas 
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y aun así la glucosa en suero fue de 1.6 veces arriba de lo normal en el grupo de 

OFZ. 

Evaluación del indice de neurodegeneración. 

El daño neuronal, se evaluó por el índice de neurodegeneración mostrado en el 

cuadro 2. El grupo de PON presentó un índice de neurodegeneración dos veces 

mayor en la corteza prefrontal (95% IC por diferencias entre los grupos control y 

PON de 2.1 a 3.9, y entre los grupos de PON y OFZ de 2.4 a 4.8) casi once veces 

más en la región CA 1 del hipocampo (95% IC de diferencias entre los grupos de 

PON y control 3.2 a 4.5, y entre los grupos de PON y OFZ de 2.8 a 4) y cuatro 

veces en la región CA3 del hipocampo (95% IC de diferencias entre los grupos de 

PON y control 0.65 a 1.32, y entre los grupos de PON y OFZ de 0.47 a 1.08), 

cuando se compararon el grupo control y el grupo de OFZ. No se registraron 

diferencias significativas entre el grupo de OFZ y el grupo control en ninguna de 

las tres regiones analizadas. 

Cuadro 2. Índice de neurodegeneracíón. 

~-

Grupo Control Grupo PDN Grupo DFZ p 

Corteza Prefrontal 3 ± 0.23 (2.6 a 3.6) 6 ± 0.27 (5.6 a 6.7)' 2.6 ± 0.3 (2 a 3.1) < 0.001 • 

Hipocampo CA1 0.4 ± 5.8 (0.3 a 0.5) 4.3 ± 0.22 (3.8 a 4.7) • 0.8 ± 0.11 (0.6 a 1.0) < 0.001 • 

Hipocampo CA3 0.3 ± 6.7 (0.15 a 0.4) 1.3±0.12(1.0a1.5)• 0.5 ± 5.6 (0.37 a 0.6) <0.001· 
~. 

'Diferencias significativas para el grupo de PDN. 

El índice de neurodegeneración fue arbitrariamente categorizado en ninguna, leve, 

moderada y severa basada en la distribución de cuarteles (Cuadro 3). El grupo de 

PON mostró dos veces mas degeneración severa en la corteza prefrontal, casi 

diez veces mas degeneración severa en la región CA 1 del hipocampo y cinco 

veces mas en la región CA3 del hipocampo comparado con los controles 

(p<0.001 ). Se observo menos degeneración en el grupo de OFZ. 
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Figura 8. Neuronas de la región CA3 del hipocampo de rata. A. Morfología normal, del grupo 

control; las neuronas aparecen redondeadas con citoplasma discretamente basófilo núcleos 

prominentes con cromatina dispersa y nucleolos bien definidos. B. El grupo PON, presenta un 

patrón típico de degeneración neuronal, el parénquima cerebral presenta pérdida a la afinidad a la 

hematoxilina; las neuronas se tornan fusiformes, su citoplasma muestra retracción y basofilia 

intensa (morado-azul), sus núcleos se tornan picnóticos con cromatina condensada y sin nucleolos 

aparentes. C. Morfología casi normal del grupo DFZ se observan algunas células con datos de 

neurodegeneración. Tinción con hematoxilina y eosina; barra 25 µm. 

Análisis inmunicitoquímico de astrocitos. 

Los resultados del análisis morfométrico de astrocitos son ilustrados en el cuadro 

4. La reactividad inmunocitoquímica de estas células fue aumentada en el tejido 

cerebral de las ratas expuestas a OFZ y PON en comparación con el grupo 

control. En la corteza prefrontal y en la región CA 1 del hipocampo el número de 

astrocitos fue significativamente mayor en ambos grupos de PON y OFZ en 

comparación con el grupo control, pero en la región CA3 del hipocampo solamente 

se registraron diferencias significativas en el grupo de OFZ comparado con el 

grupo control y el grupo de PON. El mismo patrón fue observado en las 

intersecciones citoplasmáticas en las tres regiones cerebrales evaluadas. 

33 



Cuadro 3. Frecuencia de distribución por cuartiles del índice de 

neurodegeneración. 

No.(%) 

Grado de degeneración Grupo Control Grupo PDN Grupo DFZ 

Corteza Prefrontal 

Ninguna 339 (57) 218 (31) 131 (59) 

Leve 36 (6) 9 (1) 1 (0.5) 

Moderada 74 (12.5) 100 (14) 23 (1 O) 

Severa 143 (24) 381 (54) 67 (30) 

Hipocampo CA1 

Ninguna 371 (90) 350 (52.5) 394 (88) 

Leve 2 (0.5) 1 (0.1) o 
Moderada 22 (5) 34 (5) 9 (2) 

-~ 

Severa 19 (5) 282 (42) 46 (10) 

Hipocampo CA3 

Ninguna 542 (96) 694 (82.5) 707 (90) 

Leve 1 (0.2) o 1 (0.1) 

Moderada 5 (0.9) 57 (7) 38 (5) 

Severa 16 (3) 90 (11) 39 (5) 

ªDistribución de cuarteles del índice de neurodegeneración por campo de cada región 

cerebra. 

Análisis histoquímico de células de microglia. 

El cuadro 5 muestra el número de células microgliales marcadas con isolectina B4 

y el número de intersecciones citoplasmáticas registradas en estas células en las 

regiones analizadas. El grupo de PON tuvo un número significativamente mayor 

de células microgliales marcadas en la corteza prefrontal (95% IC de diferencias 

2.8 a 4.5) y en la región CA3 del hipocampo (95% IC de diferencias 2.6 a 4.4) 

comparado con el grupo control. Por otro lado, el grupo de DFZ mostró un 

promedio de cuatro veces menor de células microgliales en las tres regiones 

estudiadas cuando se comparan con el grupo control y el grupo de PON (95% IC 

de diferencias entre DFZ y controles -9.9 a -8.2 en corteza prefrontal, -14 a -12.9 
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en la región CA 1, y -9 a -7.3 en la región CA3 de hipocampo). Las 

transformaciones citoplasmáticas microgliales fueron evaluadas por el número de 

intersecciones, fueron significativamente mas bajos en ambos grupos de PON y 

DFZ comparados con los controles. 

Cuadro 4. Análisis de la población astrocítica inmunoreactiva a la proteína 

acidifica fibrilar glial. 

Media± ES (95% IC) 

Grupo control Grupo PON 

As trocitos por campo 

Corteza Prefrontal 16 ± 0.4 (15.5 a 17) 24 ± 0.4 (23 a 25) 

Hipocampo CA 1 14±0.4(13a 15) 21 ± 0.5 (20 a 22) 

Hipocampo CA3 24 ± 1 (22 a 26.5) 25 ± 0.5 (24 a 26) 

No. De intersecciones 

Corteza Prefrontal 10±0.2(9a10) 15±0.3(15a 16) 

Hipocampo CA 1 11±0.3(11a12) 19.5 ± 0.4 (18 a 20) 

Hipocampo CA3 16.5 ± 0.6 (15 a 18) 17 ± 0.4 (16 a 18) 
.. 

.,D1ferenc1a s1gnrf1cat1va entre los tres grupos. 

'Diferencias significativas para el grupo DFZ. 

Grupo DFZ -p--

27 ± 0.5 (26 a 28) <0.001 .. 

29 ± 0.8 (28 a 31) <0.001 .. 

49 ± 0.8 (47 a 50.5)' <0.001' 

18±0.3(18a 19) <0.001 .. 

22 ± 0.4 (22 a 23) <0.001 .. 

23 ± 0.4 (22 a 24)' 
1 

<0.001' 

Figura 9.Células Astrocitarias de la región CA3 de hipocampo de rata del grupo DFZ, PDN y 

control. A. Morfología normal del astrocito en donde observamos una población y prolongaciones 

citoplasmáticas normales. B. En el grupo de PON se observa mayor cantidad de astrocitos y más 

ramificaciones en comparación al grupo control C. En el grupo DFZ se observa mayor población y 

mayor cantidad de prolongaciones citoplasmáticas en comparación al grupo control y al grupo 

PDN. 
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Cuadro 5. Análisis de la población microglial marcada con isolectina-B4. 

Media± ES (95% IC) 

Grupo Control Grupo PON Grupo DFZ p 

Microglia por campo 
--

Corteza Prefrontal 12 ± 0.2 (11.6 a 12.8) 16 ± 0.3 (15.2 a 16.5) 3 ± 0.1 (2.8 a 3.3) <0.001 ** 

Hipocampo CA 1 17 ± 0.2 (16.4 a 17.6) 16 ± 0.2 (15.6 a 16.8) 3 ± 0.1 (3.1 a 3.6)' <0.001' 

Hipocampo CA3 12 ± 0.3 (11.5 a 12.7) 16 ± 0.3 (15 a 16.3) 4 ± 0.2 (3.5 a 4.2) <0.001 .. 

No. de intersecciones 
--

Corteza Prefrontal 10 ± 0.2 (9.6 a 10.3) 5.5 ± 0.1 (5.2 a 5 8) 

Hipocampo CA 1 13 ± 0.2 (12.5 a 13.5) 8 ± 0.2 (7.3 a 8.2) 

Hipocampo CA3 12±0.2(11.6a 12.7) 8 ± 0.3 (7.4 a 8.5) 

" Diferencias signif1cat1vas entre los tres grupos 

'Diferencias significativas para el grupo de DFZ. 

9 ± 0.2 (7.5 a 8.5) <0.001** 

9.5 ± 0.2 (9.1 a 9.8) <0.001 ** 

10±0.1(9.8a10.4) <0.001 .. 

Figura 1 O. Corte histológico de hipocampo CA3 de rata, histoquim'rca para marcaje de células de 

microglia. A. En el grupo control se observa la microglia en reposo, con citoplasma y ramificaciones 

prominentes. B. En el grupo PON, se observa la microglia en forma ameboidea (prolongaciones 

citoplasmática pequeñas) que es la forma fagocltica de la célula de microglia. C. En el grupo DFZ, se 

observa en el campo la microglia de forma escasa y con citoplasma y prolongaciones prominentes. 
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Discusión 

Varios estudios clínicos y experimentales han demostrado que la PON daña el 

funcionamiento cognitivo y las estructuras cerebrales, incluyendo la viabilidad 

neuronal (Ramos-Remus y cols., 2002). Por otro lado, el OFZ es un 

glucocorticoide sintético el cual es promovido por tener un bajo riesgo de efectos 

colaterales tal como la perdida de hueso, intolerencia a la glucosa o síndrome de 

Cushing que otros esteroides disponibles, por lo que se quiso probar la hipótesis 

de que el OFZ produce menor daño cerebral que PON, utilizando un modelo 

similar al que nosotros usamos antes (Ramos-Remus y cols., 2002). 

Sin embargo, la alta cantidad de mortalidad en el grupo de OFZ fue inesperada, 

las infecciones fueron las causas de muerte. Existen dos posibles explicaciones: 

contaminación primaria en el manejo de las ratas o un efecto inesperado de OFZ. 

Se pensó que la contaminación no fue la causa, porque las infecciones ocurrieron 

repetidamente en los cuatro ensayos evaluados en diferentes tiempos en el grupo 

OFZ, pero no en los grupos de PON y control, aunque fueron manejados en el 

mismo ambiente y limpieza. La otra explicación podría ser que el OFZ produce un 

efecto inesperado en las ratas a través de los diferentes metabolitos del fármaco o 

su potencia para provocar inmunosupresión. 

Se ha reportado que los metabolitos y la farmacocinética del OFZ no es diferente 

en ratas, en el perro o en el hombre (Martinelli y cols., 1979), por lo que es 

improbable que las ratas metabolicen el OFZ de diferente forma a los humanos. 

La otra posibilidad es que OFZ produce una inmunosupresión mayor que la PON, 

el OFZ es una oxazolina que es un derivado de la prednisolona con efectos 

similares y se describe al menos un 25 % de menor potencia que PON, 

usualmente es administrada en dosis proporcionalmente altas. La equivalencia de 

la dosis permitida para PON es 1 :1.2 (PON 5m=OFZ 6mg) (Markham y Bryson; 

1995) y esta equivalencia fue la usada para este estudio. Sin embargo, un reporte 

mostró que el efecto de OFZ en la respuesta inmune es similar en magnitud a la 

PON, pero sustentada por un período mucho mas largo (Scudeletti y cols., 1984). 

En otro estudio se encontró que el OFZ puede ser 1 O veces más potente que la 
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prednisolona para inhibir la formación de tejido de granulación en un modelo 

experimental con un pele! de algodón como granuloma (Schiatti y col s., 1980). En 

modelos experimentales de reacciones alérgicas, los efectos inhibitorios de DFZ 

fueron más fuertes que los de la PON, al parecer la potencia o el efecto 

prolongado del DFZ produce una inmunosupresión mas fuerte en estas ratas y por 

consecuente una infección y posteriormente la muerte. 

Se repitió en cuatro ocasiones diferentes el modelo experimental debido a la alta 

mortalidad entre las ratas que recibieron DFZ. Se decidió realizar un cuarto 

ensayo usando solamente el grupo de DFZ. El estudio se paro el día 75, donde 

solamente cuatro ratas quedaron sanas. Los cerebros de estas cuatro ratas fueron 

procesados y analizados. Los cortes de este último estudio se compararon con los 

cortes de los grupos de otro estudio que fue previamente publicado que incluyó los 

grupos control y el de PON los cuales siguieron un proceso similar (Ramos

Remus y cols., 2002). 

Se trató de minimizar los sesgos a través de una selección al azar de los cortes 

de tejido cerebral obtenidos del previo estudio (Grupos de PON y control) y el 

estudio actual (Grupo de DFZ), fueron codificados a doble ciego y se observaron 

los diferentes cortes asignados a cada grupo. Así la influencia del proceso de los 

tejidos realizados a diferentes tiempos en los resultados no pudo ser prevista. La 

variabilidad intra-observador entre las lecturas originales y las nuevas lecturas 

fueron realizadas por el mismo observador. 

De acuerdo a lo anterior, los resultados mostraron que PON también induce 

cambios patológicos en la región CA3 de hipocampo provocando mayor 

neurodegeneración, y potenciando la reactividad de GFAP e incrementando el 

número de células marcadas con isolectina-84, con una reducción en sus 

ramificaciones (predominando la microglia fagocítica). En contraste, los presentes 

descubrimientos mostraron que la sobrevida neuronal en las mismas regiones no 

fue modificada por la administración de DFZ. Este fenómeno puede ser debido a la 

pobre afinidad de DFZ a los RG comparado con PON (Coirini y cols., 1994). El 

pobre acoplamiento entre el receptor y el agonista puede aumentar la captura de 

glucosa dentro de las neuronas. La reducción en la captura de glucosa esta 
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directamente relacionada con el daño neuronal (Horner y cols., 1990). De hecho, 

la hiperglicemia en suero puede ser neuroprotectora y esto puede parcialmente 

explicar los resultados (Kraft y col s., 1990). 

La cuantificación de la reactividad astrocítica mostró que DFZ aumenta 

significativamente la inmunoreactividad de GFAP en la corteza prefrontal, en la 

región CA 1 y en la región CA3 del hipocampo cuando fueron comparados con los 

grupos de PON y el control. Algunos reportes recientes sugieren que el incremento 

de la actividad astrocítica es benéfico para la supervivencia neuronal por aumento 

de la activación de TFG-beta y c-Jun/AP-1 (Dhandapani y cols., 2003). Sin 

embargo, nosotros sugerimos que la reducción de la neurodegeneración puede 

también estar relacionada con el aumento de la expresión de GFAP como se 

observó en la reactividad astrocítica en el grupo de DFZ, pero se requieren de la 

realización de nuevos estudios para esclarecer el rol de los astrocitos en la 

supervivencia neuronal. 

Los resultados mostraron que el DFZ modifica el número y transformación 

citoplasmatica de células microgliales reduciendo notablemente la población 

microglial y aumentando su grado de ramificación (predominancia de microglia en 

reposo o ramificada). La inhibición de la actividad microglial reduce la citotoxicidad 

producida por estas células (Drew y cols., 2000), consecuentemente, el DFZ 

asociado a la inhibición microglial puede ser neuroprotectora. En adición, el efecto 

inmunosupresor de DFZ sobre la población de microglia puede indirectamente 

estar reflejando una inmunodeficiencia sistémica, el cual predispone a infecciones 

y explica la alta incidencia de sepsis en las ratas expuestas a DFZ. 

Así los presentes descubrimientos y algunos reportes previos (Scudeletti y cols., 

1984; O mote y cols., 1994) sugieren fuertemente que DFZ induce un importante 

efecto inmunosupresor sobre la inmunidad celular. De hecho, se estima que la 

potencia entre los glucocorticoides usados para las prescripciones clínicas son 

imprecisas debido a que ellos se basan en su capacidad para suprimir el eje HPA 

y la unión por su afinidad a RG y por lo tanto no reflejan totalmente el efecto 

inmunosupresor de los glucocorticoides (Millar y cols., 2002). De acuerdo a lo 

anterior, los hallazgos sugieren que el DFZ en terapias a largo plazo pudiera ser 
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preescrito como una alternativa terapéutica para enfermedades de origen 

autoinmune. 

Conclusiones 

1.- Parece ser que DFZ produce un fuerte efecto inmunosupresor a nivel 

sistémico, cerebral y subsecuentemente menor daño cerebral cuando se compara 

con PON. 

2.- La preservación de la viabilidad neuronal por DFZ sugiere que esta droga 

puede ser útil para el tratamiento de algunas enfermedades autoinmunes con 

afectación del SNC (tal como el LES). 
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