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LAVORO ORIGINALE

Effetto scavenger dei lazaroidi
U78517F, U74389F, U74500A sui radicali liberi
dell’ ossigeno prodotti da polimorfonucleati umani
stimolati e mediante metodo chimico

Scavenging effect of lazaroids U78517F, U74389F, U74500A
on oxygen free radicals produced by stimulated human polymorphonuclear
leucocytes and by chemical method
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Istituto di Reumatologia, Universita degli Sudi di Sena, *Pharmacia Italia

SUMMARY

Authorsinvestigated the scavenger capability of lazaroids, a new group of compounds (21-aminosteroid) that arere-
ported in the literature to have interesting anti-lipid peroxidation properties. Authors tested the degree of scavenger
activity related to the oxygen derived free radicals (ODFR) with different methods:

1) chemiluminescence;

2) production of superoxide anion from activated polymorphonuclear cells;

3) production of hydroxyl radical through a chemical procedure.

Results showed a global scavenger activity of the three lazaroids (U78517F, U74389F, U74500A) in all the various
tests, but differences of intensity of their action were noted among in each compound.

We can thus attribute to these compounds a scavenger activity on the oxygen free radicals; this activity may facilita-
tetheir already known anti-lipid peroxidation action. Therefore, clinical use of lazaroids can be hypothesized for the
diseases in which inflammation plays an important pathogenetic role via the production of oxygen free radicals and

the resulting lipid peroxidation associated with tissue damage.

INTRODUZIONE

dall’inizio degli anni ‘ 70 che si € compreso co-

me il nostro organismo produca continuamen-
te radicali liberi e li controlli attraverso una serie
di meccanismi di difesa antiossidanti. In condizio-
ni fisiologiche alcuni radicali liberi hanno funzio-
ni utili per il nostro organismo. Quando, pero, lage-
nerazione di sostanze radicaliche superalacapacita
delle difese antiossidanti ne risulta uno stress ossi-
dativo che si evidenziain molte patologie umane e
chetalvoltadaun contributo significativo allaloro
patogenesi. Lereazioni radicaliche sembrano coin-
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volgere una lunga serie di malattie, da quelle in-
fiammatorie-immunitarie a quelle su base ische-
micaacarico del sistemanervoso centrale, cardia-
coerende (1, 2, 3, 4, 5). Nelle patologie reumati-
che, in particolare, ériconosciuto il ruolo dei radi-
cali e della lipoperossidazione nel determinismo
dellaflogosi, di qui I’interesse per o studio di so-
stanze capaci di avere un effetto scavenger e anti-
lipoperossidante (6, 7, 8, 9). Inoltrelo studio di so-
stanze giain uso da tempo come antireumatici ha
evidenziato un potere scavenger di queste sui radi-
cali liberi dell’ ossigeno (RLO) (10). Ci & cosi sem-
brata interessante una nuova classe di sostanze, i
“lazaroidi”, di cui abbiamo voluto valutare le ca
pacita scavenger sui RLO. Sono stati studiati i se-
guenti lazaroidi: U74389F e U74500A (21-amino-
steroidi) U78517F (aminocromani). Gli aminoste-
roidi sono un nuovo gruppo di sostanze derivate dai
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corticosteroidi che non presentano attivita gluco-
corticoide e mineralcorticoide (11). Queste so-
stanze sono state utilizzate come antilipoperossi-
danti con risultati brillanti in modelli sperimentali
di trauma cranico, emorragia subaracnoidea, stroke
etraumavertebromidollare (12, 13, 14, 15, 16). La
capacita scavenger di tali sostanze é stata misura-
ta con un sistema basato sulla produzione chimica
di radicali liberi utilizzando spettrometria elettro-
nica paramagneticadi risonanza (17, 18).
Abbiamo analizzato |e capacita scavenger dei laza-
roidi U74389F, U74500A e U78517F sulla produ-
zione globale del RLO (chemiluminescenza) o spe-
cifica(per I' anione superossido) daPMN umani. Ab-
biamo valutato anche le specifiche capacita scaven-
ger sul radicale ossidrile prodotto chimicamente.

MATERIALI E METODI

Per i nostri lavori * invitro” abbiamo utilizzato tre di-
vers lazaroidi: U 74389F, U 74500A eU 78517F. Le
esperienze condotte hanno preso in esamelavaluta
zione dell’ effetto scavenger deli tre lazaroidi a varie
concentrazioni e con vari metodi di laboratorio. |
principi attivi sono stati forniti dalla Upjohn Italia.
La chemiluminescenza (19) &€ un metodo per valu-
tare |’ azione scavenger sul pool dei RLO prodotti
daPMN stimolati con zymosan (10 mg mi™di tam-
ponefosfato senza Ca™* e Mg™; Sigma) opsonizza-
to secondo il metodo Bellavite (20), FMLP (6pM
in dimetilsulfossido; Sigma) e PMA (9.6uM in di-
metil sulfossido; Sigma). | PMN sono stati ottenu-
ti daprelievi di sangue venoso periferico di soggetti
sani mediante polymorphoprep (Nycomed), che,
unavolta centrifugato, forma un gradiente di den-
sitasul quale si separano le cellule del sangue.
Lapurezza (> 90%) e lavitdita (> 95%) della po-
polazione cellulare sono state verificate mediante
I’esame di uno striscio e I’ esecuzione del test di
esclusionedel tripan blue. In seguito ad un’ aliquota
(100 W) di una sospensione di PMN, 10°mi™ di
PBS, sono stati aggiunti 1200l di luminolo (2mgin
10 ml di NaOH 0.01M diluito successivamente
1:10 con PBS; Sigma) e 10yl di ciascuno stimola-
tore. |l preparato é stato introdotto nel chemilumi-
nometro (Berthold Multi-biolumat LB 9505C) a
37 °C; lacineticadellareazione € stata letta per 40
minuti. L’ avvenuta produzione dell’ anione supe-
rossiaio (O,) da parte dei PMN stimolati con
FMLP, Zymosan e PMA é stata valutata tramite la
riduzione del citocromo-C, come descritto nel me-
todo di English (21) modificato secondo il metodo

di Bellavite (22). A tale scopo ad un’aligquota di
8504l di PBS sono stati aggiunti nell’ ordine: 100l
di citocromo-C, 100pl di stimolatore e 100l di so-
spensionecellulare di PMN. |l preparato é stato in-
cubato per 10 minuti a 37°C; successivamente s &
proceduto al’ aggiuntadi 50pl di SOD (superossi-
dodismutasi 75000 unita; Sigma) per fermare la
reazione, infine & stata effettuata una centrifuga-
zione per 10 minuti (2000g) a 4 °C e una lettura
spettrofotometrica (Beckman DUG6) del sovrana-
tante a550 nm. Il “bianco” € stato preparato intro-
ducendo la SOD in un campione prima di tutti gli
altri reagenti. | PMN egli stimolatori sono stati ot-
tenuti nel modo precedentemente descritto.

Un metodo chimico (23) con produzione di radi-
cale ossidrile (OH), ha consentito di studiare
I" azione scavenger chimica (in assenza di cellule)
dei lazaroidi su questo specifico radicale. Lo svi-
luppo del radicale ossidrile viene evidenziato dal-
la degradazione del desossiribosio per effetto del
radicale; il prodotto di degradazione & la malon-
dialdeide che viene quantificata mediante conden-
sazione con |’ acido tiobarbiturico. Per ottenere la
reazione, ad un’aliquota di 100pl di 2-desossi-D-
ribosio (480 mg 100ml™*; Sigma) sono stati aggiunti
100ul di farmaco da testare, 500Ul da testare
KH,PO, pH 7.4 (4.8 g 100ml~; Sigma) 250p! di Fe-
Cl, (13.5mg 100ml~; Sigma), 250 pl di acido ascor-
bico (88.5 mg 100ml™; Sigma) e 100y di H,O,
(3%); alla soluzione ottenuta, dopo incubazione a
37 °C per 60 minuti, sono stati aggiunti 1ml di aci-
do tiobarbiturico (1%W/v in NaOH 50uM; Sigma)
e 1ml di acido tricloroacetico (2.8% W/v; Sigma).
Si é proceduto quindi, a riscaldamento del prepa-
rato a 100°C per 20 minuti, al raffreddamento in
acqua corrente per 10 minuti e alla lettura spet-
trofotometricaa 532 nm.

Complessivamente per verificareil potere scaven-
ger dei lazaroidi U 74389F, U 74500A e U 78517F,
abbiamo comparato i risultati della produzione dei
RLO da parte di PMN opportunamente stimol ati
(zymosan, PMA, FMLP) e da parte del metodo
chimico. Le esperienze sono state eseguite in as-
senza (valore basale) e in presenza dei tre lazaroi-
di atre diverse concentrazioni (50, 25 e 0.1 uM).
Ogni esperienza e stata ripetuta sei volte, per cia
scuna concentrazione delle sostanze testate (il che
equivale a dire che sono state effettuate 18 prove
per ogni singolo lazaroide testato con un singolo
stimolatore per ogni singolo metodo), in modo da
permettere unaanalisi statistica adeguata. L’ anali-
S statistica é stata effettuata utilizzando il test di
Wilcoxon per dati appaiati.
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RISULTATI

Nelle tabellal e nellefigure 1, 2, 3 sono riportati i
valori di inibizione percentualein riferimento ad un
vaoredi inibizione O rilevato per la produzione ba-
sale dei RLO in assenza dei lazaroidi. La valuta-
zione statistica dei dati, mediante latecnica di ana-
lis dellavarianza, hamostrato chele variazioni del-
laproduzionedei RLO indotte dallapresenzadei la-
zaroidi € significativa. L' utilizzazione del test t di
Student per dati appaiati ha consentito anche lava
lutazione dell’ efficaciadei singoli lazaroidi. | risul-
tati riassunti nelletabelle mostrano le percentuali di
inibizione sulla produzione dei RLO dovute
all’azione del vari lazaroidi alle tre concentrazioni
utilizzate e le deviazioni standard. La tabella |l ri-
portai risultati per i tre stimolatori utilizzati in che-
miluminescenza, nel test per la produzione del-
I’ anione superossido e sulla produzione del radica-
le ossidrile mediante metodo chimico. Nel grafici
sono riportate inoltre le significativita risultate
dall’ applicazione del test t di Student per dati ap-
paiati confrontando e percentuali di inibizione dei
lazaroidi ale varie concentrazioni rispetto a basa-
le. Inparticolare érisultato cheil lazaroide U78517F
eil piu potente scavenger in confronto agli altri la-
zaroidi (U74389F e U74500A), questa sua spicca
ta capacitainibitoriadel burst ossidativo & indipen-
dente dallo stimolo e risulta dose dipendente e que-
sto e stato rilevato sia in chemiluminescenza che
col test per la produzione dell’ anione superossido;
dose dipendente € risultata anche la sua capacita
scavenger nei confronti del radicale ossidrile pro-

dotto con metodo chimico. Il lazaroide U74389F ha
mostrato il suo maggior potere scavenger nei con-
fronti dell’ anione superossido nel gruppo di cellule
stimolate con zymosan e in quello in cui lo stimo-
latore erarappresentato dal PMA; una buona capa-
cita quenciante e stata anche rilevata nel confronti
del radicale ossidrile; il suo effetto & risultato dose-
dipendente. Per il lazaroide U74500A e risultata
un’ alta percentuae di inibizione nei gruppi di cel-
lule studiate in chemiluminescenza indipendente-
mente dallo stimolo usato; nel test per la produzio-
ne dell’ anione superossido la capacita scavenger di
guesta sostanza € statarilevatanei campioni stimo-
lati con zymosan ed in quelli staimolati con PMA,;
anche per questo lazaroide € rimasto essere valido
il meccanismo d’ azi one dose-dipendente che hada-
to unacerta percentuale di inibizione anche nei con-
fronti del radicale ossidrile.

DISCUSSIONE

Dai risultati del nostro lavoro s pud concludere che
i lazaroidi valutati possono bloccarei RLO prodotti
da PMN umani stimolati, in maniera significativa e
dose dipendente. Questaconclusionerisultaverasia
per la produzione globale dei RLO valutate in che-
miluminescenza, sia per la produzione specifica di
anione superossido eradicale ossidrile. Laletteratu-
ra ha dimostrato azioni del lazaroidi che risultano
coerenti con i nostri dati. L’ attivitadi inibizione del-
la lipoperossidazione in modelli animali risulta di-
mostrata (24, 25). Il danno tissutale polmonare nel

Tabella |

Chemiluminescenza Anione superossido OH

Lazaroidi
Zymosan PMA FMLP Zymosan PMA FMLP met.chim

U78517F % di inibizione
50uM 56.5 45.9 54.7 29.0 36.4 37.8 63.0
25uM 42.1 32.7 50.1 16.0 28.8 24.8 39.2
0.17uM 1.2 10.3 6.5 3.9 7.0 7.3 13.6
U74389F % di inibizione
50uM 56.4 1.3 4.0 76.3 76.3 n.i. 31.0
25uM 453 n.i. 244 62.0 62.0 n.i. 233
0.1uM n.i. n.i. n.i. 34.3 26.6 n.i. 3.7
U74500A % di inibizione
50uM 90.4 49.4 76.2 449 36.7 n.i. 22.6
25uM 75.2 63.6 63.8 26.0 23.2 n.i. 14.7
0.17uM 57.1 47.1 36.6 5.1 2.9 n.i. n.i.
n.i. = non inibizione
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Lazaroide U78517F. Questo grafico mostra la percentuale di inibizione
del lazaroide U78517F sui RLO prodotti dalla stimolazione di PMN uma-
ni stimolati valutata in chemiluminescenza. | risultati ottenuti sono do-
se-dipendenti e la differenza tra le tre concentrazioni di lazaroidi (50pM,
25pM, 0.1pM) sono comparabili nei gruppi stimolati con zymosan, PMA,
FMLP; *p<0.05, **p<0.01, n.s.: non significativo.
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Lazaroide U74389F. In questo grafico & rappresentata la percentuale di
inibizione del lazaroide 74389F sui RLO prodotti dalla stimolazione di
PMN umani valutata in chemiluminescenza. | risultati mostrano un po-
tente effetto scavenger: ad alte concentrazioni ¢'e una differenza sulla pro-
duzione di RLO da parte di PMN umani stimolati in presenza ed in as-
senza di questo lazaroide, ma la differenza non e statisticamente signifi-
cativa. In contrasto, a basse concentrazioni (0.1uM) non sono osservate
differenze. *p<0.05, ni: non inibisce, ns: non significativo.
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Lazaroide U74500A. Questo grafico mostra che il lazaroide 74500A ha
un effetto scavenger sui RLO prodotti dalla stimolazione di PMN umani
misurati in chemiluminescenza. Questo lazaroide sembra avere un mag-
gior potere scavenger dose-dipendente sui RLO prodotti da PMN umani
stimolati con zymosan rispetto alle stimolazioni con PMA ed FMLP;
*p<0.05, **p<0.01, ns: non significativo.
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Lazaroide U78517F. Questo grafico mostra la capacita scavenger del la-
zaroide 78517F verificata con il test di dosaggio dell’anione superossido
prodotto da PMN umani stimolati con con zymosan, PMA, FMLP. L'ef-
fetto scavenger di questo lazaroide sembra essere piui potente nel grup-
po di cellule stimolate con FMLP rispetto alle cellule stimolate con zy-
mosan e PMA; *p<0.05, **p<0.01, ns: non significativo.
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Lazaroide U74389F. Questo grafico mostra la percentuale di inibizione
del lazaroide 74389F sull’anione superiossido prodotto da PMN umani
stimolati. Questo lazaroide sembra non presentare un forte potere sca-
venger sull’anione superossido nel gruppo di cellule stimolate con FMLP,
mentre sembra avere un potere scavenger dose-dipendente sul gruppo di
cellule stimolate con zymosan e PMA; *p<0.05, ** p<0.01, non inibisce.
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Lazaroide U74500A. Questo grafico mostra |'abilita scavenger del laza-
roide 74500A verificata con il test di dosaggio dell’anione superossido
prodotto da PMN umani stimolati con zymosan, PMA e FMLP. [ risulta-
ti mostrano degli effetti scavenger dose-dipendenti nel gruppi di cellule
stimolati con zymosan e PMA, ma il medesimo effetto non si verifica per
questo lazaroide nel gruppo di cellule stimolato con FMLP; *p<0.05,
**p<0.01, ns: non significativo, ni: non inibisce.

Figura 1 - Chemiluminescente.

Figura 2 - Azione superossido.
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Figura 3 - Metodo dinamico.

Lazaroidi U78517F, U74389F, U74500A. Questo grafico rappresenta le per-
centuali di inibizione dei lazaroidi U78157F, U74389F, e U74500A sul radica-
le idrossile prodotto con metodo chimico. Il potere scavenger piti elevato & da-
to dal lazaroide U78157F. La capacita inibente dei tre lazaroidii sul radicale idros-
sido prodotto & dose dipendente. *p<0.05, **p<0.01, ns: non significativo, ni:
non inibisce.

retti che hanno respirato miscele gassose arricchite
di ossigeno puo essere prevenuto dall’ azione di la-
zaroidi (26). |1 danno dariperfusione postischemica
del tessuto cardiaco del maiale viene prevenuto
dall’impiego dei 21-aminosteroidi (27). Nella lette-
ratura si trovano numerose informazioni riguardo
I’ effetto antiossidante in vivo e come scavenger di
RLO invitro prodotti daPMN provenienti daanimdli
(28). L'azione citotossica dei cristalli di slice, re-
sponsabile della fibrosi polmonare, € mediata dalla
produzionedi RLO dapartedei macrofagi. | lazaroidi
sembrano capaci di impedirel’ azione dei cristalli at-
traverso I'inibizione della lipoperossidazione (29).
Nellapatogenes di alcune malattie & dimostrato che
I’ effetto citotossico del RLO gioca un ruolo impor-
tante. Nella malattia di Alzheimer la neurodegene-
razione viene determinata cos dalla B-amyloid; in
neuroni di colturetessutali & statadeterminatal’ azio-
ne protettiva dei lazaroidi (30). Anche il morbo di
Parkinson risulta dovuto alla sofferenza dei neuroni

RIASSUNTO

dopaminergici per I'azione dei RLO; vautazioni in
vitro hanno potuto mostrare un’ azione protettivadel
lazaroidi (31). In colture di cellule beta delle isole
pancresatiche sono Stati valutati i lazaroidi per il mec-
canismo di protezione cellulare da radicdi liberi; €
stato dimostrato ancorachei lazaroidi hanno un azio-
ne scavenger sui RLO ed é stata esclusa una loro
azione sul nitrossido (32).

L originalitade nostro lavoro consiste nellaval uta-
zione ddll’ azione scavenger dei RLO prodotti in vi-
tro dai PMN umani del sangue periferico edallava
lutazione dell’ azione specifica per il radicae ossi-
drile e I'anione superossido. Questa azione dimo-
strata pud avere una vaenza importante per I'im-
piego dei lazaroidi nella terapia di malattie infiam-
matorie sistemiche come risultano molte malattie
reumatiche. Pitlin generaleil nostro lavoro confer-
ma quanto emerge dalla letteratura per una potente
azione antiinfiammatoria mediata dalla inibizione
dellalipoperossidazione. Per quanto riguardal’ atti-
vita dei singoli lazaroidi il nostro lavoro, come ri-
sulta anche nei vari lavori della letteratura, eviden-
ziadifferenze di azione. Il lazaroide U74500A mo-
strauna grande efficacia al test della chemilumine-
scenza, mentre il U74389F ¢ piu efficace sull’ anio-
ne superossido e il U78517F ha una grande attivita
contro il radicale ossidrile. Appare difficile, sulla
base di questi risultati in vitro prevederel’ azione te-
rapeuticain vivo; si pud comunque sottolineare che
il radicale ossidrile é ritenuto il principale effettore
del danno tessutale nella flogosi, potrebbe cosi es-
sereinteressanteil lazaroide U78517F per future va
lutazioni in vivo. Possiamo concludere che questi
composti hanno un potenziae terapeutico per nu-
merose patologie in cui laflogos e la lipoperossi-
dazione innescata dai RLO hanno un importante
ruolo patogenetico e per le quali s potrebbe ipotiz-
zare un uso terapeutico per viasistemicae/o locale.

Gli autori hanno voluto indagare le capacita scavenger dei lazaroidi, nuove sostanze proposte in letteratura per I'im-
piego quali antilipoperossidanti con interessanti potenzialita, sono state val utate le possibilita scavenger sui radicali li-
beri dell’ ossigeno con varie metodiche: chemiluminescenza, produzione di anione superossido (da polimorfonucl eati
stimolati) e produzione di radicale ossidrile (mediante un metodo chimico). | risultati hanno mostrato una globale ca-
pacita scavenger di tutti i tre lazaroidi (U78517F, U74389F, U74500A) per i vari tests eseguiti, tuttavia sono state no-
tate differenze fra le singole sostanze per I'intensita di questa azione. Si puo pertanto riconoscere a queste sostanze
una azione scavenger sui radicali liberi dell’ ossigeno che si aggiunge al’ azione antilipoperossidante e che puo con-
tribuire adeterminarla. L’ impiego clinico dei lazaroidi sembra quindi ipotizzabile per tutte quelle patologiein cui i fe-
nomeni dellaflogosi trovano un importante val ore patogenetico nella produzione di radicali liberi dell’ ossigeno e nel-
|a conseguente lipoperossidazione con danno tissutale.

Parole chiave: Corticosteroidi, radicali liberi, lazaroidi, stress ossidativo scavenger.
Key words: Corticosteroids, free radicals, lazaroid, oxidative stress, scavenger.
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