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Introduccion

El OBJETIVO del presente trabajo fue comparar el efecto del cortisol y cortisona sobre la expresion de genes
La arteriosclerosis es una patologia que conlleva un estado ] relacionados al metabolismo del colesterol en relacién a la entrada, almacenamiento y remocién del mismo en

'n?amatdOF'dO LSUbY?Cf”t? el Clua' 'I”ﬂ‘{eft‘c'? dla progresion de ('ja macr6fagos humanos. El estudio fue realizado con macré6fagos de la linea THP1 tratados con LDL-Ox para
entermedad. La patoiogia Involucra la SiNtesis de un gran numero ae posibilitar Iaformacién de foams cells.

citoquinas pro y anti-inflamatorias. El desarrollo de la placa
arteriosclerotica comienza con el reclutamiento e infiltracion de
monocitos circulantes en areas de deposicion lipidica con dafo fisico
donde se diferencian a macrofagos “foams cells” o células
“espumosas” al endocitar lipoproteinas alteradas como las
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-Ox) que han sido
Internalizadas en la pared arterial. De esta manera, los macrofagos
adquieren un fenotipo M1 (pro-inflamatorio) y M2 (anti-
Inflamatorio) dependiendo del estimulo hormonal vy lipidico
circundante.

OxdDL

El cortisol es un glucocorticoide con accion anti-inflamatoria que Gortisol (M)

Cortisone (nM) - - - 1000 1000

actua en la resolucion de la inflamacion mediante, entre otras s
acciones, la activacion de la poblacion de macrofagos anti-

One-way-ANOVA P<0.0001

200 One way Cortisol p<0.0001 Cortisone p<0.0001 Cortisone+BVT 200- One way Cortisol p<0.0001 Cortisone p<0.0001 Cortisone+BVT
ANOVA p=0.9107 ANOVA p=0.9630

751

150- 150r

(% Ox-LDL)

50F

lipids droplets area per cell

100 100

25F

0

a1
o

SRA1 expression (% Ox-LDL)
a
o

FAT/CD36 expression (% Ox-LDL)

0

0

_ _ ) _ e ., . _ . ) ,- Ox-LDL -+ + + + + + + + + + + + + Ox-LDL -+ + + + + + + + + + + + +
Inflamatoria de tipo M2c, inhibicion de citoquinas pro-inflamatorias — Cotsol(nM) - - 04101001000 - - - - S Cotisol(M) - - 04 10 100 1000
: ST i+ _ - . Cortisone (nM) - - - - - - 0.1 10 100 1000 0.1 10 100 1000 Cortisone (nM) - - - - - - 0.1 10 100 1000 0.1 10 100 1000
e |nh|)b|C|on de receptores especificos de LDL-Ox (Toll like receptor e L T e T MR e
*Si bien la mayor parte de los glucocorticoides son sintetizados en las EMl
, - - e, = 52 _ One way Cortisol p<0.0001 Cortisone p<0.0001 Cortisone+BVT . One way Cortisol p=0.1373 Cortisone p=0.1608 Cortisone+BVT
glandulas suprarrenales, a nivel de tejidos periféericos, entre ellos las g | T wow pe07265 3200 ANOVA pe0.8232
celulas del sistema inmune, la sefal glucocorticoide puede verse q 3
.- p- . -y - - . . 25} >  150F 6 150+
ampllfl_cada 0 |nh|b!da por la act_lwdad de las enzimas 118- 2 < B
hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1 (11pHSD1) y de tipo 2 PP 5 s | 1|l pLl
) et ) 1000 @ 100 7 BT S
(11'3HSDH2) respeCtlvamente Figur,af3 SeTclt_tle;ltificaron las gotas de lipidos intracelulares por tincién con oil-red en 05)_ %)_ T
macro ago_s, _ _ . ) é é
Por otro lado, la prevalencia de foams cells es dependiente de 1a || corsonsocorions mas 5Tv 2735 o) imagenes represeniatvas de céluias TH: tofidas cor = o T s
-/ -~ Ao . s - oil-red (100 X): a) THP1 cultivadas sin LDL-Ox, b) THP1 cultivadas con LDL-Ox , ¢) THP1 @) (t)
remocion lipidica hacia aceptores especificos como 10 SON |a J cuvaescorionoxmescona, o e sumaces contoLonmes e, ) e <
apolipoproteina A-I, la cual es el componente proteico PrinCIpal de Jas | e oo e e e s i oot o ot o) e 0 0
1 1 1 . * p<0.05vs sin LDL-Ox o LDL-Ac ; + p< 0.05 con LDL-Ox o LDL-Ac ; ; vs LDL mas cortisol * Ox-LDL -+ + + + + + + + + + + + + Ox-LDL -+ + + + + + + + + + + + +
lipoproteinas de alta densidad (HDL) p< 0,05 vs LDL-Ox mas cortisona oo - - bt - CoteoloM) - - ot o
Cortisone (nM) - - - - - - 0.1 10 100 1000 0.1 10 100 1000 Cortisone (nM) - - - - - - 0.1 10 100 1000 0.1 10 100 1000
BVT2733 - + + + 4 BVT2733 - - + o+ o+ 4

Materiales y Métodos

Figura 1. Expresion de genes involucrados en el ingreso del colesterol y su esterificacion e hidrolisis como esteres de colesterol en células

*Células: Los experimentos fueron realizados con monocitos humanos (THP1). Las celulas fueron crecidas en medio de cultivo RPMI con THP1 tratadas con LDL-Ox o LDL-Ox mas cortisol, cortisona o cortisona con BVT.2733. Los datos son expresados como porcentaje de la
10%SFB. Los monocitos fueron estimulados con éesteres de forbol (PMA- 10 ng/ml) durante 24 hs para promover la conversion de los expresion medida en células incubadas con LDL-Ox. Se evaluaron translocasa de acidos grasos (FATCD36), receptor scavenger clase A tipol
mismos en macrofagos. (SRA 1), acil-coA colesterol aciltransferasa (ACAT) y colesterol esterasa neutra (nCEH). La significacion calculada por ANOVA para cada

grupo de tratamiento hormonal se muestra en el grafico. Se utilizo test de student para las comparaciones * sin LDL-Ox vs con LDL-ox ;+

*Preparacion de LDLs oxidadas (LDL-Ox) y LDLs acetiladas (LDL-ac): _ _ _ _ _ _ e
Cortisol vs Cortisona ; ® Cortisona vs Cortisona con BVT.2733. Valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos

L.DLs nativas fueron peroxidadas con Cu** (5uM) durante 8 hs para la obtencion de LDL-Ox. La preparacion final fue caracterizada para
determinar su grado de peroxidacion empleando diferentes técnicas: sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) y carbonilos
proteicos (PCs). Las LDLs-ac se obtuvieron a partir del agregado de acetato de sodio y anhidrido acético segun la metodologia descripta por

Fraenkel-Conrat con algunas modificaciones.

Viabilidad celular: macréfagos THP1 luego de alcanzar su crecimiento hasta semiconfluencia fueron tratados con 100 pg/ml LDL-Ox + QQQ Sin cortisol
diferentes concentraciones de cortisol (0.1, 10, 100, 1000 nM), cortisona o cortisona/BVT2733 (un especifico inhibidor de 11HSD1) por 24 @

hs. El porcentaje de viabilidad fue determinado por la técnica de exclusion de tripan blue y en todos los casos fue superior al 85%. \

«Cuantificacion de la expresion génica por real-time PCR (RT PCR): macrofagos THP1 fueron tratados con LDL-Ox (100 pg/mL) + i

diferentes concentraciones de cortisol, cortisona y cortisona/BVT2733 durante 24 hs (0.1, 10, 100, 1000 nM):

Genes seleccionados que median la entrada de las LDL-Ox: FAT/CD36 (acido graso translocasa) y SRAL (receptor scavenger de tipo
Al).

Genes involucrados en la esterificacion y desesterificacion intracelular del colesterol: ACAT (acilCoA colesterol aciltransferasa) y nCEH
(hidrolasas neutras de ésteres de colesterol).

Genes que median el eflujo o remocion del colesterol: LXRa (receptor X hepatico), ABC-Aly ABC-G1 (ATP binding cassette tipo Al y
G1), ApoE (apolipoproteina E).
«Cuantificacion de “lipids droplets” o goticulas lipidicas como indicadores de “foams cells” mediante la técnica de oil red: La técnica

convencional de oil red fue utilizada para cuantificar el area de las goticulas lipidicas. Se realiz6 la comparacion del efecto de LDL-Oxy LDL
acetiladas (LDL ac) en la formacion de lipids droplets por estimulo de glucocorticoides. El programa utilizado fue Image J.
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Genes gue median la entrada de las LDL-Ox en células THP1

v LDL-Ox promueven la expresion de genes involucrados en la incorporacion de las mismas en las células como lo
; ; son los receptores FAT/CD36 y SRA1. La incubacion de las células con cortisol hace disminuir la expresion de
Ox-LDL -+ + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ Ox-LDL -+ o+ o+ o+ +o+ o+ o+ o+ o+ o+ ambos receptores (F|g 1)
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B2 - - S S foror s BVT2I3 - - S S bor ot Genes involucrados en la esterificacion y desesterificacion del colesterol en células THP1
v LDL-Ox promueven la expresion de ACAT1, enzima encargada de esterificar al colesterol y almacenarlo en
goticulas lipidicas. El tratamiento con cortisol hace disminuir su expresion (Fig. 1). La hidrolasa de ésteres de
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2500 s | e PO Cosone Bt Gy 2500 ety | ComeolpeOaOT | Cortsome B0t o colesterol (nCEH), enzima encargada de desesterificar al colesterol, aumentd su expresion génica en células
g - cargadas con LDL-Ox, sin embargo, el cortisol no indujo cambios en los niveles de expresion (Fig. 1).
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2 % v LDL-Ox promueven la expresion de receptores involucrados en la remocién del colesterol como ABCA1 y ABCG1,
% 100 S 100 la del factor de transcripcion LXRa (inductor de la expresion de ABCAl1 y ABCG1) y la de apolipoproteina E
3 :c} (apoE). El cortisol hace disminuir en todos los casos su expresion (Fig. 2).
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0 . Efecto de la cortisona sobre el proceso de inflamacion y el metabolismo del colesterol:
oDl - + et b4 foror s oDl - ¢ et b4 R \ El efecto de la cortisona sobre la expresion génica fue méas atenuado que el cortisol. A altas dosis de tratamiento
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Figura 2. Expresion de genes involucrados en el eflujo de colesterol en células THP1 tratadas con LDL-Ox o LDL-Ox mas la disminucién de la expresion génica observada sino del cortisol que se esta sintetizando naturalmente a partir
cortisol, cortisona o cortisona mas BVT. 2733. Los datos se expresan como porcentaje de expresion medida en células de la cortisona en los macrofagos.

tratadas con LDL-Ox . Se evaluaron transportador con cassette de union a ATP tipo A1y G1 (ABCAl1 y ABCG1),
Apolipoproteina E y receptor hepatico X o . La significancia calculada por test de ANOVA para cada grupo de tratamiento _ . _ _ _
se muestra en el grafico. Se utilizé test de student para las comparaciones * sin LDL-Ox vs con LDL-ox ; + Cortisol vs Genes que median |la conversion de cortisona en cortisol y viceversa:

Cortisona ; * Cortisona vs Cortisona con BVT.2733. Valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. v En relacion a la expresion de las enzimas involucradas en el metabolismo de los glucocorticoides, se ha observado
un aumento en la expresion de 11BHSD2 y una disminucion de 11BHSD1 por tratamiento con cortisol de manera
dosis dependiente. El tratamiento con cortisona no afecta la expresion de 11HSD2.

M Cuantificacion de lipids droplets:

¢ LDL-Ox activa la eXpreSién de genes involucrados en la entrada de las mismas Yy en la esterificacion Yy remocion del L as goticu|as ||pid|cas fueron incrementadas 2.4 veces por efecto de las LDL-OX, sin embargo’ en los

colesterol; sin embargo, el cortisol promueve el efecto contrario. En concordancia con la inhibicion de la expresion tratamientos con cortisol y cortisona el area representada por las goticulas lipidicas fue menor, registrando un
genica de la entrada y remocion del colesterol por tratamiento con cortisol observamos una disminucion de las aumento de 1.9 veces. La presencia de glucocorticoides causd una tendencia a disminuir en un 20% la

goticulas lipidicas celulares por lo que concluimos que el cortisol tiene un efecto directo antiaterogénico favoreciendo acumulacion lipidica inducida por LDL-Ox. La presencia de BTV.2733 bloqued el efecto de la cortisona dando un

la disminucion de las foams cells. o | | | | similar resultado al observado en tratamientos realizados Gnicamente con LDL-Ox. (Fig. 3).
¢ La adicion de BVT2733, un inhibidor de la actividad de 11BHSD1, previene la conversion de cortisona en cortisol, lo cual

(o}

evidencia que solo el cortisol contribuye tanto a la respuesta antiinflamatoria S )
como asi también ala inhibicion de la formacidon de las céelulas espumosas. Q@U - - nggw
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