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ABRFVIATURAS Y EQUIVALKENCIAS

ACTH:
AIP:
ATP:

dimetil POPOP:
DOC:
dpm:
FEtOH:

m/e:
MeOH:
NAD:
NADH:
NADF:
NADPH:

adenocorticotrofina

proteina inducida por aldosterona

4cido adenosin trifosfato

corticosterona

butanol

control quimico

cuentas por minuto

1-4-bis~2-{4 metil-5feniloxazolil)benceno
desoxicorticosterona

desintegraciones por minuto

etanol

electrén voltios

cortisol

incubados

infrarrojo

forma m&s polar de 18 OH B

ién molecular

relacién masa carga

metanol

nicotinamida-adenina-dinucleétido
nicotinamida-adenina-dinucleédtido reducido
nicotinamida-adenina-dinucleétido fosfato
nicotinamida-adenina-dinucleétido fosfato
reducido

control biolégico

propilenglicol

peso molecular

2,5 difeniloxazol

progesterona

movilidad con respecto’ a la forma mis po~
lar de 18 OH B.Esta exprésién también es
utilizada para designar fracciones radiac-
tivas correspondientes a la movilidad'in-

dicada.



OH

B:
DOC¢
Prog:
+ 11 dehidro Bt
11 dehidro THB:

THA:

forma menos polar de 18 OH B obtenida
en metanol

forma menos polar de 18 OH B obtenida
en C1H 102N

forma menos polar de 18 OH B obtenida
en alcoholes acidificados
revoluciones por minuto

relacidn standard externo
tetrahidroaldosterona
tolueno-propilenglicol

unidades de masa

ultra violeta

18 hidroxicorticosterona

18 hidroxidesoxicorticosterona

18 hidroxiprogesterona

18 hidroxi lldehidrocorticosterona

18 hidroxi 11 dehidrotetrahidrocorticos-
terona

18 hidroxitetrahidroaldosterona
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1.IMPORTANCIA DE LAS HORMONAS ADRENOCORTICALES

Experirnentos con animales demostraron la naturaleza vital de la
gl&ndula adrenal, cuando al sacar ambas adrenales (adrenalecto-
mia bilateral ) los animales morian en pocos dias ( 1 ).

En 1927 Rogoff y Stewvart ( 2 ) extrajeron gléndulas adrenales de
perro con ClNa 9 % y glicerol y encontraron que el extracto po -
dia ser inyectado intravenosamente con buenos efectos.Sobre un
total de 100 perros determinaron el perfodo de supervivencia en
perros adrenalectomizados y sin ningfin tratamiento,controles.

La mayoria de los animales vivié entre 1 semana y 10 difas, el res-
to poco menos de 1 semana. E1 mayor periodo de supervivencia fué
de aproximadamente 16 dias ( 1 perro ). Entre los 30 perros inyec-
tados con el extracto glandular, 6 sobrevivieron entre 18~78 dias
y el tieapo de supervivencia del resto fué favorable comparado con
los controles.

Tres atios después y en forma independiente Swingle y Pfiffner ( 3 )
informaron un hecho similar encontrado en gatos adrenalectomizados
inyectados con un extracto preparado con corteza de glé&ndulas adre-—
nales bovinas, disectadas libres de tejido graso y medular. E1 pro=-
medio del lapso de vida de 25 gatos adrenalectomizados controles
fué 7 dias y el rango de 4,5 a 14 dlas. Los animales tratados con
el extracto permanecieron en condiciones normales por 40-80 dfas.
Estos experimentos demosftraron que los extractos de la corteza a-
drenal contienen una o m&s hormonas, pero no revelaban las accio=-
nes fisiolbgicas qgue ejercian y que posteriormente se demostré e-
ran de importancia para usos clinicos.

Pfiffner y Vars emprendieron el fraccionamiento de los extractos
adrenales juntamenge con Wintersteiner ( 4 ) y a fines de 1936
Wintersteiner y Pfiffner ( 5,6 ) informaron el aislamiento de va-
rios compuestos que, sin embargo resultaron ser inactivos en pe-
rros.

Mason, Myers y Kendall ( 7,8 ) iniciaron trabajos haciendo uso del
ensayo desarrollado por Ingle ( 9 ) quien encontrd que la adminis-
tracién de extracto corticoadrenal a ratas adrenalectomizadas au-

mentaba su capacidad de trabajo en proporcién a la dosis dada has-



ta que se alcanzaba un nivel m&ximo.

A fines de 1936 lograron aislar 6 compuestos. Uno sé§lo de ellos
fué activo en ensayos con ratas. Se 1lo llamd compuesto E de Ken=-
dall y luego cortisona.

Ese mismo afio Cartland y Kuizenga ( 10 ) se interesaron en la pPre-
paracibén de extractos de corteza adrenal con actividad adecuada y
pureza suficiente para uso clinico. Los ensayos fueron hechos con
el test de supervivencia de ratas. Ingle se unid al grupo en 1941
y desarrolld un nuevo test ( 11 ). Se encontrd que los extractos
adrenales de cerdo eran considerablemente m&s activos cuando se
los ensayaba en ratas o perros, que los extractos de glindula bo-
vina u ovina ( 12 ).

En 1943 se habian aislado aproximadamente 28 esteroides de 1os ex~
tractos de corteza adrenal en 1los laboratorios de wWintersteiner ,
Kendall y Reichstein. Entre ellos figuraban estrona, Progestero -
na y A 4 androsten 3-17 diona, un nfimero de compuestos con activi -
dad biolbgica desconocida y seis A 4-3 ceto esteroides que r4pida-~
mente se vié que tenian algin tipo de actividad especifica de la
funcibén adrenal.

Otro componente activo, la aldosterona fué aislada en 1953. Esta
se distinguia por la presencia de una funcibn pxigenada en C-18,
mientras que todos los otros compuestos,activos o inactivos,eran

18 metil esteroides.

2,LA GLANDULA SUPRARRENAL _

La gl&ndula suprarrenal es una glé&ndula con funciones que hacen a
la defensa del organismo contra agresiones externas y cambios del
medio interno.

En los vertebrados superiores se sabe que la suprarrenal posee una
parte medular de naturaleza nerviosa de origen embriolégico ecto-
dérmico,que segrega catecolaminas y una parte cortical, histolégi~
camente semejante a otras gl&ndulas de secrecibn de origen mesodér-

mico, que segrega esteroides,



La coteza suprarrenal consta a su vez de 3 zonas concéntricas cu-
ya denominaciédn responde a caracteristicas histol8gicas. Las dos
zonas internas, las que se encuentran m&s cerca de la médula, se
denominan zonas fasciculada y reticular. La zona m&s externa se
denomina glomerulosé.

Mientras que la zona glomerulosa y la mé&dula tienen funciones re-
lativamente bien definidas ( la glomerulosa segrega hormonas que
intervienen en la reabsorcién de sodio y agua. La mé&dula segrega
hormonas que participan en la respuesta bioenergética al stresé),
no sucede 1o mismo - como se ver4 m&s adelante-~ con la fascicula-

da y reticular.

3.CORTICOESTEROIDES

El tratamiento del sistema enddcrino o cualquier otro aspecto de
la fisiologia tomada como un todo requiere cierto grado de precau-
cibn.
Hay distintos aspectos en los cuales el sistema endédcrino puede di-
ferir : a) a través de la evolucidn filogenética, en distintas cla-
ses, Ordenes y atn familias de vertebrados b) a través de sucesi-
vas circunstancias de adaptacién al medio en un mismo individuo.
Por ejemplo; 1) Una misma glindula puede estar presente en todos
los vertebrédos. pero no necesariamente segregar todas sus hormo-
nas en todas las especies. Esto podria ser el caso de la aldostepo-
na, presente en casi todos los vertebrados, pero que no pudo detec-
tarse en los elasmobranquios. En cambio estos fltimos segregan 1-0H
corticosterona de la cual los demds carecen.
2) Una hormona puede estar presente en todos los vertebrados pero
puede adquirir diferentes propiedades biolbgicas en distintas espe-
cies, como por ejemplo , el cortisol.
3) A través de los vertebrados es evidente el desarrollo de nuevos
8rganos blanco para una misma hormona ( 13 ).

Es decir que es razonable pensar que una hormona y su funcién es-
t4n sujetas a cambios en la evolucibén y cambios circunstanciales

de adaptacién en un mismo individuo.



3.1 " GLUCOCORTICOIDES "™ Y " MINERALOCORTICOIDESY

De acuerdo con 1o que se dijo en el p&rrfo anterior, una divisién
de 1las hormonas de la corteza suprarrenal en dos grandes grupos a-
dolece, evidentemente, del defecto de sobresimplificacidn.

A los " glucocorticoides" se los asocia-en términos generales-

a) Desde el punto de vista quimico a la estructura A 4-3 ceto este-
roides y a oxhidrilos en C-11] y C=21.

b) Desde el—punto de vista anatémico a la limitacién de su biosin-
tesis en la fasciculada y reticular.

c) Desde el punto de vista biol8gico 1) a una serie de propiedades
aparentemente desligadas entre si sin que se sepa a ciencia cierta,
y a esta altura de los conocimientos, si las mismas se hallan liga-
das entre si. Resumiendo, estas propiedades son: a) activacién de
la gluconeogénesis en higado ( 14 ).Db) ;umento de glucemia y aumen-
to de depbsito de glucbdgeno en higa&o ( 14,15 ). ¢) acciones cata=-
B&licas sobre tejido linf&tico y 6seo ( 14,16,17 ). d) acciones
inmunosupresoras y antiinflamatorias ('14,17-19 ) .

2) a la presencia de receptores especificos en una variedad de 6r-
ganos-blanco tal, que no admite comparacién numérica con ningfin o-
tro grupo de hormonas. Asi, existen receptores a 10s "glucocorti-
coides* no sb6lo en higado, timo y linfocitos sino que también en
huesoé. rifién, pulmén, piel y retina ( 14 ).

Evidentemente, de acuerdo a 10 que se sabe hoy en dia sobre meca-
nismos de accién molecular el punto cl) es parcialmente una conse-
cuencia del punto c2).

Sin embargo este conjunto de funciones biolégicas consistentes esen-
cialmente en proveer a 1los homeotermos de enefgia y en ﬁn papel ca-
tabdlico no muy bien comprendido parece no ser sino uno de los fil-
timos astados de evolucidn de los "glucocorticoides".En vertebra~
dos inferiores 1os ®"glucocorticoides" - en el caso de hallarse pre-
sentes~ desempefian un papel de adaptaciédn al medio hidromineral muy
parecida a la funcidn general de los "mineralocorticoides®. Y'aﬁn

en los vertebrados superiores este papel de 1los " glucocorticoides™

Coexiste con las otras funciones de estas hormonas.



En los mamiferos, por ejemplo los "glucocorticoides" desempelian

un rol en el funcionamiento renal ( 20).

Esta relatividad de la funcibén glucocorticoidea se hace extensiva

a las zonas de la corteza suprarrenal que producen glucocorticoi-
des.

En efecto, en la fasciculada y reticular se biosintetizan ademds

de é&stos, otros compuestos como la 18 OH DOC y - en la rata - la

18 OH B cuyo papel se halla ligado al medio interno. |
Finalmente, algunos " glucocorticoides " ¥y otros esteroides, ade-
m&s de tener funciones hormonales poseen brbpiedades precursoras
para mineralocorticoides 1o cual serd discutido en la parte de bio-
sintesis de éstos .(vedse fig. 1 ).

A los " mineralocorficoides " se 165 asocia con la accidn retento-
ra de Na+ y la retencién de Cl y H20 asi como la eliminacién de

Kt Estos tres filtimos efectos §on en parte = aunque no exclusiva-
mente - consecuencia del efecto primario setfialado.

En este caso la accién parece bastante mejor definida y estudiada
que en el caso de los " glucocorticoides * aunque también hay que
hacer varias salvedades al respecto.

a) Desde el punto de vista quimico, por otra parte, la estructura
de un " mineralocorticoide " no estd muy bien definida ya que el
carf&cter se da en compuestos tan distintos entre si1 como la aldos-
terona y la DOC. .

Las moléculas de 1los " mineralocorticoides " carecen de OH en C-1l1
y 8i lo poseen deben tener adem&s un CHO en C-18. Las dem&s condi-
ciones son comunes a los " glucocorticoides ".

b) Desde el punto de vista anatémico la aldosterona es la finica hor-
mona estrictamente limitada a la giomerulosa que, sin embargo ,tam-
bién sintetiza corticosterona y otros precursores.La DOC se forma
en las tres zonas ( 21 ). ;

c) Desde el bunto de vista biolégico se entrard a continuacién a
historiar los descubrimientos que paralelamente llevaron a vincular
a los " mineralocorticoides " con el mantenimiento homeostitico del
medio interno, contituyendo esta serie de eventos uno de 1os més

coherentes de un trabgjo experimental endécrino.



Funcién glucocorticoide
»*
‘£2>> Puncién mineralocorticoide

Punciones relacionadas con el medio
p/
0/ (::) interno; no bien definidas
rogestarona
Prog »* Doble marca significa mayor accidn
* f H3 c H2 OH
c=0
c=0
-nou ,..OH
0 !
170 0H progesterona 11 -desoxicortisol

corticosterona

18 OH DOC " " 180H B "

Fig.l: Algunos pasos de la piosfntesis de corticoesteroides hormonal-
mente activos en los cuales se ve que existen compuestos con

la doble funcién de hormonas y precursores de otras hormonas.



kn 1926 Lucas ( 22 ) descubrid la existencia de una regulacifin por
gléndulas esteroidogénicas del transporee ibnico al demostrar que
la adrenalectomfia en el perro producia hipocloremia.
Posteriormente Baumann y kKurland ( 23 ) observaron que la adrenalec-
tomfa en gatos groducia una disminucién en el suero de las concen-
traciones de Cl y Na+y aumentaba las de K+y Mg+t

#n 1933 Loeb y col ( 24 ) encontraron que perros adrenalectomiza-
dos que tenfan bajas concentraciones de Cl'y Na+en sangre, elimi-
maban estos cationes por orina. Los autores seflalan la accién de
las suprarrenales a nivel del ritién.

Lstos estudios fueron confiymados por Harrop y col ( 25 ) y Thorn
y col ( 26 ) quienes demostraron que la inyeccidn de extractos a-
drenales corregia el defecto en animales adrenalectomizados o con
insuficiencia adrenal.

s precisamentce en esa década de los afios 30 que se empieza a tra-
bajar intensamente en el aislamiento, cristalizacibén y sintesis de
los esteroi.ies activos e 1nactivos.

ve 1os seis A4-3 ceto esteroides aislados hasta 1943 en los labo-
ratorios de wintersteiner, Kendall y Reichstein, uno de ellos la
sustancia Q de Reichstein demostré tener una buena accibdn retento-
ra de Na+y sobre la supervivencia de animales adrenalectomizadps ,
sin apreciavles efectos sobre otros pardmetros que después resul-
taron ser propios de 1los glucocorticoides.

msta sustancia también llamada DOC 8 cortexona fué aislada y cris-
talizada a partir de adrenales de vacuno por Reichstein y von Euw
( 27 ), habiendo sin embargo sido simtetizada antes por Steiger y
keichstein en 1937 ( 28 ).

La separacibén y cristalizaciédn de 28 esteroides efectuada por los
tres grupos de investigadores ( p&g. 2 ) produjo como residuo una
fraccibn amorfa que empezd a llamar la atencidn de Kendall y win-
tersteiner por su acfiviuad desproporcionadamente alta en el ensa-
yo de supervivencia. Dicha fraccibén era més activa - tanto para la
retencién de Na' como para el mantenimiento de la vida - que la DOC .
simpson y Tait ( 29 } obtuvieron evidencias para la existencia de

una hormona en dicha fraccién amorfa gracias a un ensayo muy sensi=-



ble que desarrollaron para medir la actividad mineralocorticoide
que consistfa en ver un cambio en la relacién Na+2? K+4?urinaria
después de administrar el material a animales adrenalectomizados.
Mediante varios sistemas cromatogr&ficos se logré aislar 1 mg del
material amorfo de muy alta actividad retentora de Nd+.

Debido a la capacidad de control del balance de electrolitos se

la denomind electrocortina ( 29 ).

En 1953 dos grupos de investigadores trabajando en forma paralela
en Londres ( Simpson y Tait) y ,Reichstein, von Euw y Schindler de
la Universidad de Basilea y wWettstein y Neher en los laboratorios
Ciba publicaron un trabajo ( 30 ) en el cual informan que habian
conse¢guido cristalizar 21,2 mg de electrocortina a partir de 500

K¢ de adrenales bovinas.

Muy poco tiempo después Mattox y Mason ( 31 ) de la Clinica Mayo
aislaron una hormona cristalina de gran actividad mineralocorticoi-
de que fué identificada como la misma hormona aislada por los gru-
DOS anteriores.

Simpson y Tait y col ( 30 ) dedujeron tentativamente algunos hechos
cstructurales de esta nueva hormona como la presencia de dos dgrupos
acilables y un arupod 4-3 ceto( fuerte absorcibn a 238 mu ), de una
cadena lateral Xcet6lica (liberacidn de HCHO por oxidacién con Bi%}a]
y ausencia de 17 CH ( reaccién de Porter-Silber negativa).

Una vez nue se determin® la estructura completa con una funcibn al-
¢ehfdo en C-18 se la denomind aldosterona ( 32,33 ).

Los estucios sobre las propiedades biolégicas establecieron que la
aldosterona era el m8s potente e importante de los mineralocorticoi-
des( 34,35 ).

Los mecanismos de accibn bioquimicos y biofisicos no se pudieron
empoezar a estudiar bicn debido a la dificultad de trabajar con un
sistema tan complcjo como el rifibn de los mamf{feros. Estos estudios
se nicieron cuandad se logrd desarrollar preparaciones in vitro con
estructura histoidgica relativamente simple y que respondfia de mo-
én vredecible y en forma reproducible a la acciédn de la hormona.
Funidanmentalbaente se usaron la piel ventral de ranas o la vegiga de

sapo ( 5= 37 ).



i'n 1991 Using y ¢erahn ( 38 ) introdujeron un método para medir

el transporte actiwo de 1iones a tra&és de tejidos aislados.
Coincidentenente los estudios de Cartensen y col ( 39 ) demostra-
ron gue la aldosterona era un producto de secrecidn normal de las
adrenales de rana y Crabbé ( 3% ) encontré que al incubar 14C-pro-

gesterona con homogenatos de adrenales de sapo ( Bufo marinus) y

de rana ( rana ridibunda )se formaba gran cantidad de aldosterona.

Los estudios realizados por varios grupos de investigadores ( 40-
42 ) pucieron en evidencia el importante papel de la aldosterona

en la regulacién del balance de electrolitos en anuros.

%1 desarrollo de un sistema in vitro para el estudio de la accién
de 10s mineralocorticoides ( 35 ) permitid demostrar que era la
aldosterona y no sus metabolitos la responsable del efecto obser-
vado.

Asf mismo, un hecho importante en el estudio de la aldosterona fué
la puesta en evidencia de un perfodo de latencia de alrededor de

1 a 2 horas para provocar su efecto biolbégico, a pesar de que la
vida media de la aldosterona en plasma es de s8lo 35 minutos(34,43).
nstos y otros estudios ( 36 ) permitieron afirmar que 1) la aldos-
terona actfla por su presencia y no se transforma. 2) su accién es
la de " disparar " un proceso que determina el transporte. 3) se
tratarf{a de una accién mediata, domde la aldosterona inducirfa du-
rante el tiempo de latencia 1la formacién de intermediarios activod
en el transporte iénico. 4 ) tal induccibdn, comenzarfa por la unién
de la aldosterona a receptores especificos de la membrana, lo que
da a ésta su caricter de 6rgano-blanco o efector« Una vez unidos,
comienza la formacién del intermediario o intermediarios.

tn 1965 se demostrd el fenbmeno de la induccidn por esteroides de
la sfntesis de RNA y protefnas ( 44 ) , que ya habfa sido sugeri-
do por Ldelman y col ( 45 ) y williamson ( 46).

rosteriormente Fanestil y Edelman ( 47 ) ,utilizando inhibidores

de la sintesis de RNA y protefnas, demostraron que la aldosterona
requla el transporte de Na+por induccibn de 1a sfntesis de protel-
nas a nivel de la transcripcibén del DNA.

De los estudios realizados por varios grupos de investigadores (48-

: . . +
51 ) surgibd un posible modelo para el sistema de transporte de Na
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transeritelial.El modelo incluia la indweccibén de una proteina-AIP-
9 admitia que la aldosterona podria actuar de 4 modos:

1) aumentando la permeabilidad de la barrera mucosa( de difusién
pasiva ) al Na.'

2) aumentando la actividad de la bomba, incrementando la sintesis
de la ATPasa o bien activandola.

3 ) disminuyendo la retrodifusibn de Na.”

4 ) aumentando la velocidad de sintesis de ATP y luego su disponi-
bilidad 1local.

£l andlisis de estas posibilidades, llevado a cabo por diferentes
investigadores, demostrd que la retrodifusidn no intervenia.Estu-
dios con radiois&topos permitieron afirmar que el aumento de per-
meabilidad de la barrera mucosa no es probable.Asi mismo, los e -
fectos de la aldosterona sobre membranas con pofenciales aplicados
tales como para mantener constante y fuerte el flujo demostraron
que el aumento relativo de flujo neto de Nafproducido por la aldos-
terona era igual que bajo condiciones de cortocircuito.

Por 1o tanto la aldosterona actuaria mds bien sobre la bomba de sa=
lida y no facilitando la eatrada de Na'a la célula.

Esto sugiere que la accibén de la aldosterona sobre la bomba podria
ser por influencia directa de la AIP sobre 108 sistemas enzimdticos
( 1a AIP podria ser un componente de la bomba ) 0 que la AIP favo-
receria la formacibn de un intermediario de alta energla.

El componente principal de la bomba es probablemente la ATPasa des-
cripta por Skou ( 50,52 ). Sin embargo la aldosterona no aumenta

el contenido o0 actividad de la misma en la vejiga de sapo o rifién
de rata adrenalectomizada ( 53,54 ). Hay evidencias, en cambio ,

de que la AIP auwienta el swninistro de compuestos de alta energia

a la bomba, probablemente ATP.

3.2 C~21 ESTRROIDES 18 HIDROXILADOS

Este téfcer grupo de corticoides es el m&s relacionado a la presen~
te tesis. Debido a algunas correlaciones engre estructura, propie=-
dades biosintéticas y 1o poco que se sabe de sus propiedades biou-
18gicas - correlaciones que sblo0 se podré&n apreciar después del
capitulo siguiente- se hablard de los merncionados compuestos al

final de la introduccibn.
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4, CAMINOS DE BIOSINTELIS

La biosintesis del colesterol - y a partir de éste, de la de la
pregnenolona y de la progesterona - son comunes a los esteroides

de la suprarrenal, el testiculo y el ovario. En la placenta no se
sintetiza colesterol y la escisibdn de la cadena lateral no es cuan-
titativamente importante. Las gléndulas de secrecifn interna que
sintetizan colesterol suelen utilizar el circulante proveniente de
otras fuentes, como por ejemplo el higado y otros tejidos para bio-

sintetizar sus propias hormonas esteroideas.

4.1 BICSISTHS1S DE PREGNSNOLONA

La ruptura de la cadena lateral del colesterol es una de 1las reac-
ciones clave en la biosintesis de las hormonas esteroides en los
6roanos endberinos ( fig 2 )

Este sistema enzim&tico complejo ha sido estudiado con algfn deta-
lle en preparaciones de tejido de varios 8rganos productores de es-
teroides ( 55-62 ).

La escicibn de la cadena lateral se realiza previa hidroxilacién
del colesterol en las posiciones 20 y 22. El prisier intermediario
es ¢l 20 hidroxicolesterol. Este compuesto fué obtenido en incuba-
ciones a partir de colesterolradioactivo con suprarrenales por S$o-
lomon ( 63 ) , con testiculos de rata ( 61 ), y cuerpo 16teo(59 ).
Posteriepmente Shimizu y col ( 64 ) establecieron el papel del 20
‘hidroxicolesterol como intermediario del 20-22 dihidroxic@lesterol
incubando el primero con homogenatos de suprarrenal.

Otros grupos de investigadores ( 59,65-66 ) trabajando con tejido
adrenal y cuerpo 1lfiteo pudieron aislar también el dihidroxideriva-
do.

Kl complejo enzimfAtico necesario para la ruptura de la cadena la-
fcral de) colesterol presenta poca especificidad de sustrato como
ha sido demostrado por Dorfman (67), Constantopoulos (68) y Chaud-
huri y col ( 69 ).

Las prevaraciones cenzimdticas solubles extrafdas a partie de pol-
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vos acetdnicos de adrenales utilizan como cofactores NADPH & NADH,
éste @1timo es un artificio y no tiene significado fisiolégieo.
Esto ha sido comprobado por Constangopoulos y col ( 68 ) quienes
encontraron que el NADH es inactivo en mitocondrias intactas.
Ademd&s Satoh y col ( 70) vieron que la concentracién de NADH reque-~
rida era mucho mayor que la concentracié4n de NADH medida in situ

( 71- 72 ).

Por el contrario la concentracién 6ptima de NADPH ( 73 ) correspon=-
de a la espimada in situ ( 71-72 ).

satoh ( 70 ) demostré adémés que las preparaciones enzim&ticas so-
lubles, a diferencia de las mitocondrias intactas, requerian POZ

6 AsO4E. '

Desde el punto de vista regulatorio el paso que implica la 20 hi-
drpxilacidn del colesterol es inhibido por pregnenolona, mientras
que los factores que causan " swelling " mitocondrial o aumento

de la permeabilidad de las membranas mitocondriales 10 activan.
FEstudios realizados por varios grupos de investigadores ( 64,74-

76 ) demostraron el efecto del ACTH en la estimulacién de la bio-

sintesis de glucocorticoides in vitro .

4.2 BIJOSINTLSIS D= PROGHESTERONA

La conversibn de colesterol en progesterona O sSu precursor, preg-
nenolona, fué demostrada en una serie de preparaciones adrenaleé

( 77-79 ).

Bloch ( 80 ) estudid 1la posible conversibén de colesterol en el prin-
cipal metabolito de la progesterona,el pregnanediol.

Cuando inyectaba el colesterol deuterado observd que el 70 % del
is6topo se encontraba en el peegnanediol excretado indicando que
éste compuesto se formaba exclusivamente a partir del colesterol.,
Bn todas las gl&ndulas esteroidegénicas se halla presente un sis-
tema enzim&tico complejo que comprende una enzima oxidante del OH
en C~3 de la pregnenolona y otra isomerizante del doble enlace en-
tre 5 y 6 hacia un doble enlace entre 4 y 5 ( fig. 3 ).

En la gl&ndula adrenal este sistema enzimltico se encuentra en la
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fraccibn microsomal y requiere como cofactor NAD ( 81 ).La utili-
zacifn de este mediador de hidrfgenos constituye uno de 1los pocos
casos de esta indole en esteroidogénesis.

Por su parte Shikita y col ( 82 ) demostraron la presencia de 38
ol dehidrogenasa en microsomas de testiculos.

Estas enzimas no presentan gran especificidad de sustrato, trans-
formando diferentes precursores en 1os 3 ceto esteroides correspon-
dientes.

Este hecho da lugar a la gran cantidad de caminos alternativos de
biosintesis de hormonas esteroides a partir de la pregnenolona.

Fn todas las gldndulas coexisten varios de estos posibles caminos.
La 3ﬁ3ol dehidrogenasa es de gran importancia desde el punto de
vista del desarrollo reproductivo ( 83 ).

Su aparicién en las células secretoras del iesticulo ( células de
Leydig ) es temprana y coincide con la diferenciacién del pene en
el embridn macho. A diferencia, en la suprarrenal aparece a una e-
dad relativamente tardia que coincide aproximadamente con 1a'dife—
renciacién de clitoris y vagina en el embridn hembra y en el ova-
rio, por 1o menos de la rata, recién a los nueve dias de vida 1li-
bre.

Ademnds el desarrollo de genitales secundarios en el macho parece
depender de la actividad de 3(301 dehidrogenasa en testiculo, mien-
tras que no ocurre lo mismo en cuanto a la dependencia de la dife-
renciaciédn de genitales secundarios filemeninos de esta actividad en-
zimdtica en suprarrenailes u ovario.

En estudios realizados por Potts y'col ( 84 ) se observé que la u-
tilizacibn de un esteroide siptético ( 2% ciano-4,4,17X trimetil
androst-5 en-17ﬁ301-3 ona ) que difiere del sustrato original de
la enzima, por la sustituciédn de un grupo ciano nucleofilico en 1la
posicién 2o, provocaba hiperplasia adrenal por bloqueo de la bio-
sintesis de glucocorticoides.

Posteréormente Goldman y col ( 85 ) empleando el mismo esteroide
sintético demostraron hiperplasia del cuerpo 1fiteo e inhibicién

in vivo e in vitro de la actividad de esta 3f3enzima en este teji-

Do esteroigogénico mientras que no existfan variaciones apreciables
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en las 17#36 3K hidroxiesteroides dehidrogenasas.

4.3 BIOSINTES1S DE CORTICOESTEROIDES

La cantidad tebrica de caminos biosintéticos de la pregnenolona
hasta 1os dos corticoesteroides mds oxidados , cortisol y aldoste-
rona, es en principio muy grande.

Fn los filtimos tres decenios gran parte de la actividad de los in-
vestigadores em este campo se ha invertido en el estudio de las a-
plicabilidades de estos caminos.

Fsta actividad pudo tomar un ritmo acelerado a partir de la déca-
da del 50 con el empleo de precursores tradiactivos, tanto finicos
como en pares de dos sustratos marcados con 3H y 140 respectiva-
mente. Quiz&s la consecuencia méds importante de estos estudios fue-
ra, no tanto la viabilidad, sino la imposibilidad de algunos de es-
tos caminos biosintéticos en diferentes condiciones y especies, cu~
ya elucidacidn definitiva pudo finalmente llevar a cuadros metabb-

licos razonablemente fidedignos.

4.3.1 VIA PREGNXZNOLONA=~PROGESTERONA Y VIA DE LOS COMPULESTOS

17 HIDiROXILADOS

Estos caminos que se esquematizan en la fige. 4 son l1os predominan-
tes cn gran cantidad de vertebrados.

La ausencia de flechas horizontales que desde la 11 desoxicorticos-
tecrona y corticosterona llevan a la serie de los 17 hidroxilados
implica que el entrecruzamiento de las dos vias a estos niveles no
es posible, probablemente por impedimentos estéricos.

Por otra parte, mientras que el camino pregnenolona-progesterona
puede considerarse univerasal en todos los animales que sintetizan
corticoides, no ocurre lo mismo con el de los 17 hidroxilados que
falta en la mayorfa de 10s vertebrados de sangre fria, en aves y
aGn en algunos mamiferos.kEn todas estas especies el glucocorticoi-
de principal no es el cortisol sino la corticosterona, menos potan-

te que aquél pero también menos especializado, ya que é&sta al mismo
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tiempo hace las veces de precursor del principal mineralocorticoi-
de, la aldosterona ( fig. 1 ). En aquellas especies poiquilotermas
( elasmobranquios, anfibios y reptiles ) cuyas adrenales no poseen
17 hidroxilasa y por ende carecen de un glucocorticoide potente,la
razén de tal ausencia probablemente resida en la falta de necesicad
de mantener temperaturas corpédreas relativamente elevadas. Sin em-
bargo, en las aves y la mayorfia de los roedores ( los del grupo ra-
ta y los del grupo ratédn evolutivamente relacionados al primero )
la ausencia de 17 hidroxilasa suprarrenal no es facil de explicar.
Tampoco se entiende muy bien por qué, en cambio, 1los peces telebs-
teos producer cortisol aungue algunos endocrindlogos ( 86 ) sostie-
ren que en estos poiquilotermos el esteroide desempefia funciomes

de regulacién del equilibrio osmético, mis que de regulacidén de
necesidades energéticas.

La via csquematizada en la fig. 4 comprende ademds del sistema en-
zim&tico involucrado en ¢l pasaje de pregnenolona a progesterona

ya descripto, la participacibdn de hidroxilasas que catalizan la
nidroxilacién en diferentes posiciones de la molécula del esteroi-

de.

4,3.2 SISTEMA 21 HIDROXILASA

La presencia de un sistema 21 hidroxilasa fué demostrada entre otros
por Levy y col ( 87 ) quienes extirparon y peffundieron glafdulas
adrenales bovinas observando que al agregar en el 1fquido de per-
fusién progesterona 6 17 OH progesterona obtenian los llf321 dihi-
droxiesteroides correspondientes.

Por otra parte Hayano y Dorfman ( 88 ) obtuvieron resultados simi=-
lares trabajando con homogenato total de gldndula suplementado con
fumarato y ATP.

Placer y Samuels ( 89,90 ) lograron separar la 21 hidroxilasa de
la )1 hidroxilasa ya que observaron que cuando incubaban progeste-
rona con la fraccibn sobrenadante de 20.000 g proveniente de un
homogenato de adrenales vacunas en presencia de NAD y ATP obtenfan

como producto principal 11 desoxicorticosterona y en mucha menor



Proporciébn 11 decoxicortisol.

Fyan vy enqgel (491,92 ) determinaron la localizacibn de la 21 hidré-
xilaza en microsomas de adrenales y 1o0s requerimientos de NADPH y
oxfigeno molecular en la reaccién catalizada por dicha engima.

“ste tipo de requerimientos permite incluir g la 21 hidroxilasa

en la clasificacién de oxidasas de funcibén mdltiple ( 93 ).Los mis-
mos autores demostraron que la 21 hidroxilacién era inhibida por

CO y que éata inhibicién era revertida por accién de la 1luz.

La participacibébn de citocromo oxidasa en este sistema fué descarta-~
da debido a la ausencia de inhibicibén por cianuro.

Las diferencias espectrofotométricas observadas con esas prepara-
ciones permitieron demostrar la presencia de un pigmento que al
unirse al CO se inactivaba.Un hecho similar ya habia sido descrip-
to en microsomas de higado.( 99,96 ).

ks bien sabido que este sistema del cual se hablar8 m&s adelante,
se denomind citocromo P 450 ( 97,98 ).

Estabrook y col ( 221 )y Cooper y col ( 113 ) entre otros demostra=-
ron el papel del citocromo P 450 en una serie de hidroxilaciones
microsomales.

Narasimhulu y col ( 94 ) encontraron que el agregado de Triton X-
100 a preparaciones de microsomas adrenocorticales mantenia la ac-

tividad de 21 hidroxilasae.

4.3.3. SISTEMA 11 HIDROXILASA

La influencia de los sustratos mitocondriales sobre la 11{5hidroxi-
lacibn ha sido de interés desde 1951, cuando un grupo de investi-
gadores ( 99-101 ) demostraron que la 11F3hidrpxilasa de adrenales
vacunas estaba asociada con la fraccibn particulada de la corteza
adrenal.

Kahnt y Wettstein ( 102 ) y Hayano y Dorfman ( 101 ) trabajando
con homogenatos emplearon fumarato en presencia de otros cofacto-
res ( ATP, NAD y Md*) para llevar a cabo la llﬁ3hidroxi1acién de
desoxicorticosterona.

Brownie y Grant ( h03 ) utilizamdo una preparacibdn de mitocondrias
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de corteza adrenal de buey demostraron que la hidroxilacibén tenia
lugar en presencia de otros sustratos del ciclo de los &cddos tri-
carbox{licos tales comoo{ceto glutarato, succinato y malato y ob-
servaron un mayor consupo de oxigeno durante la hidroxilacién.

La inhibicién por dinitrofenol encontrada por 1los mismos autores
implica una dependencia con la fosforilacibdn oxidativa.

Brownie y col ( 103 ) demostraron wna estimulacibédn de la oxidacién
de succinato por desoxicorticosterona, pero el incremento en la ve-
locidad de respiracién fué mayor que el requerido para dar cuenta
de la velocidad de 11@ hidroxilacibn.

Los primeros estudios sobre la 11F3hidroxilacién por mitocondrias
de adrenales referidos a 10s requerimientos de NAD 6 NADP+sugieren
que el mecanismo de hidroxilacidén involucra la dehidrogenacién de
la molécula de esteroide seguido de la adicibén de agua.

Hayano y Dorfman ( 104 ) que trabajaron con D,0 no pudieron demos-
frar la incorporacidédn de deuterio. 18
Posteriormente Hayano y col ( 10% ) utilizando 02 demostraron la
incorporacién del is6topo del oxfgeno en forma molecular durante
la ll{}hidroxilacién de DOC. Estos resultados fueron confirmades
por Sweat y col ( 163 )e

sweat y Lipscomb ( 106 ) demostraron el requerimiento especifico
de NADPH y sugirieron que el papel de los sustratos del ciclo de
¥rebs era la reduccibn de NAUP+a NALPH posibiemente via una trans-
hidrogenasa.

Los estudios de @rant ( 107 ) utilizando polvo acetbdnico de mito-
condrias adrenales demnostraron la reduccidn de NADéren presencia
de fumarato y la reoxidacibédn de NADPH en presencia de bOC. Lo que
se suponia era exclusivo de microsomas resultd pues estar tambien
presente en mitocondrias ( 93, 108 ).

Posteriormente Harding y col ( 109 ) observaron la presencia de
citocromo ¥ 4%0 en una fraccidn mitocondrial de adrenales de rata
y demostraron que el succinato y malato réducian m&s répidamente
el citocromo que el NADPH.

Wwilson y col ( 110 ) observaron que la actividad de 11f3hidroxila-

sa era inhiibida por CO.
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Sin embargo, de low estudios de YWilson y larding no quedaba claro
si el CO inhibia la reduccién del citocromo P 450, la generacién
intramitocondrial de NADPH & la activacidn del oxigeno en la reac-
cibén catalizada por 1la llﬁihidroxilasa.

Estudios con sistemas reconstituidos permitieron aclarar la depen-
dencia de la 11 hidroxilacién del citocromo p 450 y de los electro-
nes entre el NADPH y el oxigeno. '

Cooper y col ( 111-112 ) obtuvieron una preparacién de lléihidro-
xilasa sonicando mitocondrias de corteza adrenal vacuna y encontra-
ron que el citocromo P 450 representaba el 94 % del contenido de
protohemo de esa preparacidn.

Harding y col { 113 ) demostraron que la mitocondria adrenal con-
tenfa los citocromos de la cadena respiratoria y que la presencia
de citocromo P 450 no se debia a una contaminaciédn microsomal.

Belt y Pease ( 114 ) y Sabatini y de Robertis ( 115 ) observaron
que las mitocondrias de corteza adrenal tenfan una estructura in-
terna diferente a la de otros tejidos como higado y corazén.

Los estudios por microscopia electrénica de corteza adrenal vacuna
realizados por Bolender en 1956 demostraron la presencia de inclu-
siones tubuladas de la membrana ademds de las crestas planas vis-
tas en mitocondrias de higado y corazén.

sabatini y de Robertis ( 115 ) sugiriéron que las estructuras tGbu-
lo vesiculares de las mitocondrias de la corteza adrenal podrian
estar relacionadas con la actividad secretoria especial que lle-

van a cabo esas mitocondrias.

4.3.4 SISTEMA " 18 HIDROX1LASA

Kste sistema enzim&tico serd tratado como parte integrante de los

C=-21 esteroides 18 hidroxiladose.



e LOS C- 21 LSTEROIDES 18 HIDROUXILALOS

Sele INTRODUCCION

Lntre los esteroides de 21 Atomos de carbono, aquellos que tienen
un metilo oxidado en la posicién angular C-18 poseen un carieter
estructural inico producido por la vecindad en el espacio de uno

0 varios grupos Gd con una o0 varias funciones carbonilo ( fig. 5 ).
La conversibn espontdnea - como consecuencia de esta propiedad -
en compuestos de naturaleza cifclica acet8lica o hemiacet8lica de
menor energia interna que el de los islmeros abiertos, da origen

a una variedad de estructuras telricamente posibles que se incre-
mentan con el n@nero de funciones oxidadas y su estado de oxidacién.
Algunos de estos isdmeros sélo pueden ser separados y caracteriza-
dos de alguna manera, por formacibdn de derivados y por métodos de
deteccién y separacibn fisico quimicos complejos.

Ademds de la posibilidad de la formacibén de esteroisbmeros, 1los es-
teroides 18 hidroxilados de 21 &tomos de C en particular, cuando

se estacionan en ciertos medios lipofilicos, alcoholes y solucia-
nes 4cidas, se¢ convierten esponténeamente y en forma reversible en
estructuras altamente liposolubles cuyas propiedades cromatogr&fi-
cas difieren marcadamente de las del compuesto original.

bDesde un punto de vista m&s bioqufnico la 18 OH B por sf misma pre-
senta ademds otra particularidad :a pesar de poseer un alcohol en
C-18, intermediario entre B ( metilo en C-18 ) y aldosterona ( al-
dehido en C-18 ), es un pobre precursor del mineralocoeticoide.Por
otra parte, las propiedades biolégicas de 1la 18 OH B son diFefen-
tes de las de la aldosterona, como son 1los ritmos circadianos y has-
ta cierto grado la regulaciébn.

Contrariamente a la mayoria de las otras hormonas esteroides, en
este caso el estudio de la relaciédn entre estructura y actividad
biolégica estd a nivel embriomario. Al menos para la 18 OH B esto
no sorprende ya que se conoce poco acerfa de su estructura y nfime-
ro de isbmeros existentes. NO existen ademds demasiados estudios

sobre la actividad biolégica y no hay una hipétesis de trabajo res=-
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pecto a su falta de cavracidad como precursor de aldosterona.

He2 ANTICuD:NTLS

En 1957 Ulick y col publicaron el primero (116) de varios trabajos
( 116-118 ) sobre el aislamiento de metabolitos de aldosterona de
orina hunana. En ese trabajo aislan un esteroide con una funcién
oxigenada en C=-18 cuya produccibén fué proporcional a la secrecién
de aldosterona. Posteriormente se vid que se trataba de una mezcla
de dos esteroides, tetrahidroaldosterona y 18 OH 11 dehidrocorti-
costerona.

Los autores inyectaron 18 OH B marcada en un voluntario y detecta-
ron 18 OH THA marcada pero no tetrahidroaldosterona, demostrando
de esta forma que el humano produce 18 OH B.Las actividades espe-
cificas de la 18 OH B y de la 18 THA urinarias fueron las mismas

( 119 ) .

Los estudios preliminares sobre la produccién de 18 OH B compren-
den incubaciones con adrenales de sapo y progesterona Como precur-—
sor ( 120 ) y de adrenales de cerdo sin agregago de precursor ( 121).
Cronolbégicamente se hizo una segunda serie de estudios in vitro
originados en la primera década del 60 con el descubrimiento hecho
independientemente por Ward y Birmingham ( 122 ) y por Péron(123)
del homélogo 18 OH DOC.

La atencién de ambos grupos estaba centrada en la 18 OH DOC debido
a su importancia cuantigativa en ratas y la 18 O B fué sblo par-
cialmente estudiada ( 122-124 ),

Mientras la 18 OH DOC es indudablemente el principal esteroide 18
hidroxilado en ratas, la mayorifa de los estudios in vitro sugieren
que en ratones la 18 OH B ocuparia ese lugar, Este esteroide fué
caracterizado por primera vez en adrenales de ratones por Raman

y col ( 125 ).

Sandor y Lanthier ( 126 ) la encontraron en incubaciones con cuar-
tos de adrenales bovinas ( zona glomerulosa ) y Levy y col ( 127)
en perfusiones de adrenales vacunas.

Estos y otros estudios ( 128 ) con adrenales bovinas han sido muy
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dtiles para la localizaciédn de enzimas que convierten B en 18 OHB.
Aunque Sandor y Lanthier ( 126 ) s6lo obtienen resultados signifi-
cativos en incubaciones con zona glomerulosa, Marusic y Mulrow in-
forman de la presencia de enz$mas 18 hidroxilantes en fasciculada
y reticular de adrenales bovinas ( 128 ).

kn 1963 Sandor y col publican el primero ( 129 ) de dos articulos
( 129- 130 ) sobre la produccibén de 18 OH B en preparaciones de a-
drenales de pato.

Las mitocondrias de adrenales de pato son la principal fuente biw-
quimica de 18 OH B. Edwards y col ( 131 ) las han usado reciente-
mente para obtener el esteroide con alta actividad especifica para
radioinmunoensayo.

La 18 OH B ha sido encontrada tambiefi en varios ensayos con adre-
nales de otros pdjaros ( 132 ) pero en estas especies pareceria
ser de menor importancia.

El estudio de la 18 OH B en mam{feros ha sido reswnido por Borruel
y col ( 133 ) quienes investigaron la esteroidogénesis con adrema-
les de foca antértica.

La 18 O#f B fué el principal metabolito obtenido a partir de pro-
gesterona y pregnenolona radiactivas en incubaciones con cuartos
de adrenales ( 133 ) .

Se vi6é que la oveja también segrega 18 OH B ( 134 ) y que en huma-
nos y en perrps su concentracién plasmitica es casi igual a la de

aldosterona ( 135 ).
5«3 WUIMICA

bxiste informacién ( 136-142 ) a cerca de la coexistencia de for-
mas abiertas y ciclicas de 1la 18 OH 3 en mezclas naturales y sin-
téticas. Tebricamente, hay dos isbédmeros posibles para la forma a-
bierta, una 173 ( pseudo ecuatorial ) y la otra 17 ( pseudo axial
Estéricamente, sélo el 17ﬁ3156mero puede dar la forma hekieet4lica
m&s estable, la cual a su vez puede dar dos isémeros, estructuras
20 Sy 20 R ( OH ) de 1a forma 20-18 hemicetdlica de 18 OH B.

Los estudios estructurales sobre los distintos isbmeros pueden en-

tenuerse mejor si se dividen en :
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a) métodos dindnicos:emplean técnicas destructivas tales como reac-

ciones quimicas, formacién de derivados que deben ser vol4tiles pa-
ra ser analizados por cromatograffa de gases o por espectromnetria
de masa.

b) métodos estdricos: implican cspectroscopfa no destructiva: ultra-

violeta, infrarrojo y resonancia magnética nuclear.

c) métodos mixtos:en 10s cuales parte de la molécula original de

los compuestos 18 hidroxilados permanece intacta y el resto es des=-
trufda ( ciertas técnicas de cromatograffa gaseosa y espectrometria
de masa o bien combinacibn de aribas ).

La mayorfia de los métodos dindmicos sugieren la existencia - al me-
nos en peyuerias cantidades- de una forma abierta de 18 OH B.Fsto

se manificsta por la formacién de 18-21 acetatos ( 136 ) y la de
dimetoximatrimetilsilileter ( 137 ) as{ como también por la reduc-
cibén de las sales de tetrazolio ( 124,136 ), ya que sblo la forma
abierta X cetblica tiene la prépiedad de reducir formando formaza-
nos.

Los métodos dindmicos revelan la existencia de equilibrio pero no
dan informacibén cuantitativa directa sobre la proporciédn relativa
de formas abicrtas y ciclicas.

Los métodos estdticos, por ¢l contrario permiten determinar en for-
ma cuantitativa a los componentes de la mezcla tautomérica en equi-
librio.

schmidlin y Wettstein ( 136 ) realizaron @studios de 1R de 18 OHB,
Kahnt y col ( 139 ),Péron (124 ) ,Birmingham y Ward ( 140 ) y Génard
y col ( 138,143 ) utilizando la misma técnica estudiaron la 18 OH
DOC.

R general se puede decir que la abundancia relativa de la Fforma
abierta en touas esas merclas fvé cercana al limite de deteccibdn

0 menor que el rismo.La pequefia cantidad de forma abierta de 18 OH
B en la mezcla debe estar presente al menos parcialmente eh la for-
ma 17(3ya que s6lo este diasteroisdmero pseudd axial puede ciclar-
se espontdnesmente nacia la estructura nemicetdlica u oxidarse con
periodato dando la 18 - 20 § lactona.

Resumiendo, las técnicas dindmicas indican la existencia de un e-



quilibrio entre la forma abierta 17F3de 18 OH B y su tautébmero he-
micetdlico ( termodindmicamente ) estable, mientras que los mfto-
dos estiticps indican un fuerte predominio del iltimo bajo las con-
diciones de equilibrio existentes en mezclas naturales y sintéticas.
No hay informacién acerca del isémero 17 abierto de 18 OH B ni de
la abundancia relativa de los esteroisémeros 20 S y 20 R de las
formas hemicetdlicas.

$e menciond en la introduccién que los C=21 esteroides 138 hidroxi-
ladus, cuando se estacionaban eh ciertod medios orgénicos, eran es-
pontdnea y reversiblemente convertidos en compuestos de baja pola-
ridad ( 123,125-127,142,144-148 ).

Las primeras hipdtesis sobre la estructura de ese compuesto de me-
nor polaridad fueron hechas por Dominguez (142 ) quien analiza cua-
tro posibilidades. E1 mismo autor descarta dos de ellas quedando
como probables la formaciédn de un dimero o de ujp metoxiderivado.

¥n dos trabajos ( 127,146 ) se refieren a investigaciones no publi-
cadas realizadas por Pappo en base a las cuales la forma de menor
polaridad tendrfa la estructura de un di{mero. Esas publicadiones

no dan ningin detalle ni presentan evidencias que apoyen tal dime-
rizacibn.

Damasco y Lantos ( 145 ) trabajando con 18 OH B y utilizando sepha-
dex LH 20 lograron separar ambas formas de 18 OH B observando que
la forma menos polar elufa entre la forma mds polar y un isoprenol

de PM aproximadamente igual a 1000.

5¢4 BIVUCUIMICA

—a

vebido al hecno de que la B se encuentra en el principal eamino
metabdlico hacia la aldosterona ( 126,149-153 ),la bioquimica de
la 18 OH B - un intermediario obvio, como triol - entre los dos
compuestos anteriopes estd muy asociada con la del mineralocorti-
coide,

Tebricamente la conversiédn de B en aldosterona podria ocurrar en
dos pasos, uno catalizado por una " 18 hidroxilasa * y el s-=gundo

/
por una " 18 hidroxidehidrogenasa“. E1 primero de estos pasos, ha



sido estudiado con bastante detalle, aunque el término * 18 hidro-
xilasa * 8§ " esteroide 18 hidroxilasa * es eqp}gado en forma am-
bigua en muchas publicaciones. T .

Este cierto grado de confusién es debido a la falta de conocimien-
to del mecanismo molecular involucrado en los dos pasos de la reac-
cibn.

La evidencia experimental a favor de la 18 OH B como intermediario
est& principalmente basada en pruebas indirectas, tales como atra-
pamiento de metabolitos de reaccidn por esteroides radioinertes (154)
Sin embargo la 18 OH B en experimentos directos e€s un pobre precue -
sor de aldosterona.lLa corticosterona es de 1.5 ( 155 ) a 80 (156)
veces mis eficiente, -

Por otra parte, aunque puede esperarse que una 18 hidroxidehidroge-
nasa catalice la conversién del esteroide triol en aldehido, la ma=-
yorfa ( 157-160 ) pero no todos 1los ensayos se basan en el requeri-
miento de cofactores que aportan evidencias para una hidroxilasa

de esteroides activada por NADPiH y citocromo P 450.
5.5 BONACION

Si pien la 18 OH B es principalmente sintetizada por la zona glo-
merulosa ( 161 ),al menos en adrenales bovinas, Marusic y Mulrow
encontraron que también se produce en la fasciculada y reticular

( 128 ).

El otro esterovide 18 hidroxilado importante, la 18 OH DOC, es fun-
dementalmente deriyado de la fasciculada y reticular ( 161,163 ).
S# sabe que la emzima que cataliza la conversién de DOC en 18 OH
DOC es la misma que 18 hidroxila la B.

La aldosterona es el finico esteroide adrenal bien conocido que es

sintetizado por una Gnica zona ( 162 ).

5.6 FUENTE D&% HNZIMAS Y RECQULKIMIERTOS DE COFACTORES

Los estudios realizados por Psychocos y col (164 ) demostraron que

la aldosterona era el principal corticoesteroide secretado por la



rana ( 120,162,16% ). Las preparaciones tenfan un sistema enzim&-
tico muy activo tanto para aldosterona como para 18 OH B y estaban
localizadas finicamente en la fraccién mitocondrial.

La Formacibén de ambos esteroides por mitocondrias adrenales de ra-
na ( 164-166 ), oveja ( 155 ) 6 rata ( 160 / requiere NADPH ( 15%,
160 ), o un sistema cldsico que 1o genere ( 160 ) o bien NADPY ge-
nerado por la adicibén de NaDP a los intermediarios del ciclo del
dcido citrico ( 164,166 ). En este sentido se vid que el malato
era mis eficiente que el fumarato ( 166 ).

Tallan y col ( 166 ) identificaron a la fumarasa como un factor es-
timulante para la biosintesis de la aldosterona y observeron que
se hallaba presente en la fraccibén soluble del homogenato fle adre-
nales de ranae.

Sin embargo existen ciertas contradicciones. Kahnt y Neher ( 167)
encontraron que los homogenatos de adrenales bovinas cuando se in-
cuban en presencia de NALP & NAD convierteﬁ con velocidades simi-
lares B y 18 OH B en aldosterona.

Por otra parte Raman y col ( 155 ) observaron que, al menos con
mitocondrias de adrenales de oveja,es necesario la presencia de
NADP & un sistema generante del mismo para transformar 18 OH B en
aldosterona y que el NADP 6 NAD estimulan la conversién de 18 OHB
en 18 OH 11 dehidrocomticosterona cuyas propiedades cromatogr&fi-
cas son similares a las de la aldosterona.

La sintesis de ambos esteroides por mitocondrias requiere Métrl Mn
reemplaza completamente al Mg&en la formacibén de aldosterona pero
s6lo parcialmente en la 18 O B ( 164 ).El Mgwpuede ser reemplaza-
do por Céﬂen la formacién de 18 OH B pero éste dltimo sbdlo restau-
ra en pequefio grado la biosintesis de aldosterona.

£ efecto de 1los cationes monovalentes sobre el segundo paso de la
reaccién ha sido motivo de un gran nimero de investigaciones que
se inician con los estudios de Roseng@eld y col ( 169 ) poco tiem-
po después del descubrimiento de la aldosteronae.

Si bien la mayoria de las conclusiones son todavia tentativas se
acepta en forma mds O menos general que una disminucibébn en la rela-
cibn la+/ k' estimula 1a biosintesis de aldosterona ( 169-175 ) ¥y
su secrecibn ( 173,176=177 ).



- 30 -

La adicidén de iones K+asi como la eliminacién de Nérpareceria ejer-
cer un efecto dual sobre la biosintesis de aldosterona ( 178- 183 ).
Los otros compuestos que estimulan la biosintesis de la aldostero-~
na tales como serotonina, angiotensina y las " adrenoglomerulotro-
finas ¥ actfian en los primeros pasos de la biosintesis. Bl ACTH ac-
tha a distintos niveles en la biosintesis de B y de su metabolis-
mo ( 156, 184-219 ).

Las trofinas disminuyen in vitro la conversién de B en aldosterona
en ratas ( 192,194,200 ).

En un caso de adenoma que produce aldosterona,por otra parte,el

ACTH también inhibe la transformacién de B en aldosterona ( 194 ).

5.7 FACTORES INHIBIDORES

Psychocos y col observaron que el agregado de homogenatos de cor-
teza adrenal bovina y de glédndulas adrenales de rata inhibfan 1la

formacién de 18 OH B y de aldosterona por homogenatos de adrena-

les de rana hasta un 7% %. E1 factor inhibitorio en la adrenal

bovina podfa destruirse por calentamiento a 100 © C ( 164 ). ’

5.8 OXIDASAS DE FUNCION MULTIPLE

Mason fué el primero que usd el término " funcibdn oxidasa mixta
para designar a las enzimas cuya accibn bdsica involucra la intro-
duccién de un &tomo o molécula de oxigeno en una molécula de sus-
trato concomitantemente con la oxidacién de un dador de dos elec-
trones ( 93 ).

Las esteroide hidroxilasas son oxidadas de funcibén mixta cuya da-
dor de electrones es el NADPH el cual en algunos casos puede ser
reemplazado por NAD.

Como se vid al tratar el tema de las otras hidroxilasas a Omura y
col ( 220 ) y Estabrook y col ( 221) se deben 1la teoria de que las
oxidasas de funcién mixta microsomales eran sistemas enzim&ticos

complejos cuyo sistema oxfgeno terminal activado consistfia en un

pigmento susceptible de unirse a CO, el cual 10 inactiva.
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Fstabrook y cél ( 221 ) encontraron que el CO inhibia 1la 21 hidro-
xilacién microsomal de 17 OH progesferona a DOC.Esta inhibicién po-
dia ser yevertida con luz monocrom&tica con una actividad m&xima a
450 mu. A esta longitud de onda también absorve el pigmento unido

a CO.

Los resultados obtenidos por estos investigadores apoyan la conclu-
sién de que dicho pigmengo es la oxidasa terminal de los sistemas
de oxidasas de funcibén mixta en mamiferos ( 221 ).

Como se vid antes, el citocromo P 450 no es exclusieo de los micro-
somas.Un sistema similar portador de electrones se encontrd en mi-
tocondrias ( 110,111,) donde suplementa la cadena respiratoria.
También las esteroide hidroxilasas mitocondriales en la adrenal :
la 11 y 18 hidroxilasas dependen del pigmento susceptible de unir-
se a CO para la incorporaciébn del oxfgeno molecular ( 110,111.).

5.9 NATURALEZA DE LAS ENZIMAS DE LA OXIDACION DEL CH,ANGULAR C- 18

3=

Y PRECURSORES

Sobre la base de 10s criterios experimentales mencionados en el
punto anterior y el hecho del requerimiento de NADPH pgra la bio-
sintesis de la aldosterona, Greengard y col ( 222 ) estudiaron la
posibilidad de que en los dos pasos de esta biosintesis intervinie-
ra una oxidasa de funcibén mixta,que como se ha visto, no es m&s que
una oxidasa que depende del citocromo P 450.

Los autores pudieron demostrar la conversién de B en aldosterona
por mitocondrias adrenales de rana.

Ba demostracién de la partfcipacidn del citocromo P 450 es la evi-
dencia m&s importante empleada por Estabrook y col para la existen-
cia de oxidasas de funcifn mixta microsomales.

Después que se encontrd que la hidroxilacidn tenia lugar durante

la formacidn de aldosterona a partir de B, Greengard y col ( 222)
postularon que la 18 OH B era un precursor inmmediato del miperalo-
corticoide, dando por entendido que el #egundo paso era cataliza--
do por una 18 OH dehidrogenasa.

Por otra parte Marusic y col sostienen m&s recientemente ( 173 )



que la conversibén de 18 OH B en aldosterona se debe a una oxidasa
de funcién miltiple mds que a una dehidrogenasa.

La cuestibén de la enzima 8 enzimas que catalizan la conversidn de
18 Oll B en aldosterona estd estrechamente ligada a la naturaleza
del precursor del mineralocorticoide.

Una razén de la pobre capacidad precursora de la 18 OH B puede ser
el hecho de encontrarse en su forma abierta hemicetilica. Esta es=-
trpuctura, que no posee OH en C-18 no favorece la conversiédn por u-~
na dehidrogenasa.

Por otra parte es posible 1la necesidad de una * segunda 18 hidro-
xilasa * postulada por Marusic y col para la introduccién de un OH
adicional en C-18 el cual permitirfa la formacién del puente oxi-
geno entre C-18 y C-1l.

Por el contrario en la conversiédn NADP dependiente observada por
Kahnt y Neher ( 167 ) es probable que esté involucrada en el sa -
gundo paso una 18 OH dehidrogenasa.

En principio ambas enzimas podrian estar fpresentes en la corteza
adrenal y su actividad podrfa estar modulada por diferentes condi-
ciones fisiolégicas, la hidroxilasa requiere una estructura hemi-
cet8lica para la 18 OH B y un nucledtido reducido y la dehidroge-
nasa NADP y una forma abierta del precursor.hsta filtima estructu-
ra puede no ser estable en el medio de incubacién ( fig. 6 ).

11 hecho se complica atin m&s debido a que una de las formas menos
polares de 18 O4 B se transformd en aldosterona mds ripidamente
aue la forma hidrofflica comfinmente aislada ( 145 ) y por recien-
tes hallazgos de Aupetit y col ( 168 ) segin los cuales la 18 OH B
* endbgena " seria menos efectiva como precursor de aldosterona
que la 18 OH 8 "sintética .

La elucidaciédn de la estructura de la forma menos polar podria a-

yudar a resolver este problema en sus aspectos principales.
5+ IWBICLCGIA
Fs muy poco 1o que se conoce acerca de la funcidn fisiolbgica de

1a 1§ 0O}i B en vertebradose.

Auncue en huranos la secrecién de 18 Oli B responde en general,al




Fig.6: Probapnles caminos biosintéticos para la conversién de 18. OH B

( I ) en aldosterona ( II ).
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mismo estimulo que la secrecibdn de aldosterona vide infra , no

existen hasta el momento pruebas de efctos biolégicos similares
para los dos esteroides.

Lanthier y Sandor observaron que la administracién de 18 OH B a
patos aumenta el volumen de secrecidn de su gléndula de secrecidn
de sal y por consiguiente la salida total de Na+( 223 ).

En estudios recientes con ratas adrenalectomizadas ( 224 ) se en-
contré un aumento significativo en la salica del Ng urinario lue-
go de inyectar a los animales con dosis de 3 ug del esgeroide.Con
dosis mayores se observa un efecto contrario.

kn nifios que poseen una biosintesis de aldosterona defectuosa,ca-
racterizada por una pérdida excesiva de Natla secrecién de 18 OH B,
o la excrecibn de sus metabolitos urinarios,estd& considerablemen-
te aumentada ( 225-229 ).

Un segundo efecto de este esteroide ha sido seflalado recientemen-
te sobre la salida total de Hf titulables en la orina de ratas

adrenalectomizadas ( 224 ).




PLANTEO DKL TRABAJO

El presente trabajo tiene por objeto tratar de elucidar algunos
pfoblemas importantes estrechamente vinculados con la biosinte =
sis de la aldosterona.kEsta, asi como los diversos pasos metabd -
licos que conducen a la formacién de la mayorfa de las hormonas
esteroideas es ciertamente muy compleja.Entre tales hormonas,la
aldosterona es de vital importancia para la supervivencia del hom-
bre y de numerosas especies animales, por ser el principal minergw
locorticoide conocido;sin embargo, hasta el momento se desconoce

en detalle el mecanismo mediante el cual tiene lugar esta biosin-
tesis,

Se resumen a continuacidn algunos conceptos expresados anteriomen-
te que constituyen el fundamento de este trabajo: la 18 hidroxicor-
ticosterona deberfa ser el precursor inmediato 16gico de la aldos~
terona, dadas su estructura quimica por una parte, y el hecho com=~
probado de que la corticosterona se convierte en aldosterona mis
fAcilmente que otros esteroides relacionados estructuralmente.
Ademds, la 18 hidroxicogticosterona posee probablemente per se
propiedides fisioldgicas relacionadas con el control del equilibrio
4cido-base, segin estd descripto en la literatura.Este esteroide ,
as{ como otros 18-hidroxilados, presenta distintas formas o deri-
vados frecuentemente interconvertibles por tratamiento con solucio-
nes alcoh8licas o acuosas,acidificadas o no, cuyas propiedades y
estructuras no eran conocidas hasta el presente,habiendo sido ob-
jeto de variadas hipdtesis en cuanto a estructura y funcidn.

Es posible que alguna 0 algunas de estas formas sean las responsa-
bles verdaderas de su accibn biolégica,tanto como precursores de

la aldosterona como agentes fisiolégicas activos.

lste trabajo constituye el primer estudio sistem&tico acerca de es-
tos derivados de la 18 OH B, en cuanto a su estructura y propieda-
des,describiéndose por primera vez la existencia de varias formas
nuevas.De tal modo,abre el camino para el estudio de algunas de es-
tas y de otras formas provenientes de otros esteroides 18-hidroxi-

lados,tales como 18 OH DOC, 18 OH Prog, asi como de sus propieda-



?De 10 dzcho se desprende e1'interés»delﬂestud1o.de lasﬂ“istintaSg

,formasio derlvados interconvertibles de este»esteroide;ﬁ




PARTE EXPERIMENTAL

1 MATERIALES

Tolueno; Merck p.a.,Baker p.a.,Sintorgan (a).

Propilenglicol:Mallinckradt p.a.(a).

Metanol:Merck p.a.,Sintorgan (a).

Azul Nilo:donaci6bn de la 2°.cdtedra de Histologfa de la Facultad
de Medicina U.B.A.

Sudan 1II:Pat red 7 B Sigma

Benceno: Sintorgan p.a.(a).

Agua: se utilizé agua deionizada o0 a veces deionizada y destilada
sobre vidrio.

Heptano: Sintorgan p.a.

Ciclohexano:Merck p.a.

Dioxano: Sintorgan puro para uso cromatogré&fico.

Acetato de etilo: Merck p.a.

Sflica gel G: Merck para cromatigrafia.

sflica gel G F 254 ( tipo 60 ):Merck para cromatograffa

Cloruro de metileno:Merck p.a.,Sintorgan (a).

PPO: Packard para grado de centelleo.

dimetil POPOP:Packard para grado de centelleo.

¢dPticosterona: Proveniente de Sigma Chemical CO.( U.S.A.).

1-2 SH-B; Proveniente de New England Nuclear ( Boston,Mass, U.S.A.).
14 :
4- €-Bt Proveniente de New England Nuclear ( Boston,Mass,U.S.A.).

Cloruro de sodio: Merck p.a.

Cloruro de potasio:Merck p.a.

Fosfato monopoté&sico: Baker p.a.

Sulfato de magnesiogSchering-Kahlbaum p.ae.

Bicarbonato de sodio: Mallinckrodt p.a.

Cloruro de calcio:Merck p.a.

Dextrosa: Mallinckrodt p.a.
Aldosterona : Proveniente de Ikapharm,Ramat-Gan, Israel.
4~ 140 aldosterona: Proveniente de Newv FEngland Nuclear ( Boston,

Mass, U.S.Ae)e

Nitrégeno: de grado N°. 4.
Anhidrido acético:Mallinckrodt p.a.

Piridina: Carlo Erba p.a.



Acido periddico: Merck p.a.

Acido sulffirico; Merck p.a.

Cloruro estafioso; Mallinckrodt p.a.

Agido clorhidrico: Merck p.a.

Oxido crémico; Baker p.a.

Acético glacial:Merck p.a.

Etanol:Carlo Erba p.a. (a).

1 . . .
4- 4C desoxicorticosterona: Proveniente de New England Nuclear,

( Boston,Mass,U.S.A. ).

Tetrahidrofurano: Merck p.a.
3H20_: Donacién de la Comisibén Nacional de EBnergia Atémica
14 . .. . .

CH_OH:Donacién de la Comisién Nacional de Energfa Atém .
Butanol; Carlo Erba A.R. (a).

18 Hidroxicorticosterona: Proveniente de Ikapharm,Ramat-Gan,Israel,

1-2 3n-18 OH By Se biosintetizé segfin se describe en Mé&todos.
14
4-

C-18 OH Br Se biosintetizé segén se describe en Métodos.

Adrenales de rata: Se utilizaron ratas Wistar.

Papel Whatman N°.l1 : para cromatografia.

(a): previamente rectificado.
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2 METODOS

A.Sistemas cromatogrificos

a.Cromatografia descendente en papel

a l.Sistema TPG : ( Tolueno:propilenglicol 3:1 ) ( 230 )

Se utilizé cromatografia descendente en pavrel Whatman N°1 en el
sistema TPG ( 230 ).

El1 papel empleado consiste en una cortina con diferente nf@mero de
firés.Se utilizaron tiras de 0.5, 1 y 2 pulgadas de ancho para a-
daptarlas a los carretes del radiocromatégrafo.EBl largo de las ti-
ras fué de 45 om.

Las tiras se mojaron previamente en una mezcla de PG:MeOH (1:2 ).
Para ello se sumergieron en una navecilla que contenfa la solucién
antes mencionada.

Fl exceso de 1iquido se eliminé secando ligeramente las tiras so-
bre papel de filtro.

Se sembraron luego 1l0s colorantes,patrones y muestras a analizar.
Las determinaciones cualitativas se hicieron sembrando en punto y
las cuantitativas sembrahdo en bandas de diferente longitud de a-
cuerdo al ancho de tira utilizado en cada caso.

lna vez sembrado se colocaron las cortinas en la cuba de cromato~
grafia dejando estabilizar durante 3 horas aproximadamente y se de-
sarrolld el cromatograma en el sistema antes descripto durante 6 a
8 horas en un cuarto termostatizado a 31 ° C,

Finalizada la corrida se dejd secar el papel durante varias horas.
La deteccibdn de los compuestos radiactivos se hizo mediante el em-
pleo de un radiocromatégrafo.

Cuando se analizaron muestras radioinertes se las detect$ por su
absorcibén al Uv.

%n ambos casos se procedidé a eluir 1os compuestos como se indicard
mads adelante.

Fste sistema fué empleado para a) purificacién del precursor,cor-
ticosterona b) andlisis de 1l0s extractos de incubacibédn c) separa-
cibén de las dos formas de 18 OH desoxicorticosterona d) lactonas

de 18 OH corticosterona.
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a 2. Sistema Bush B5 : ( Benceno:metanol:agua 1;0.5:0.5) (231)

Al igual que como se describié antes se ﬁtilizaron cortinas de pa-
pel Whatman N°1 de diferentes anchos y 45 om de longitud.

En este caso se sembraron directamente los colorantes,patrones y
muestras,de manera andloga a la descripta anterdormente.

Se dejé éétabilizar durante 1 hora y se desarrolld el cromatogra=-
ma durante 5 .a 6 horas aproximadamente en un cuarto termastatiza-
do a 31 ° C.

La deteccibn y eluciédn de los compuestos se realizd como se deta-
116 en al.

Este sistema fué empleado para a) analizar la zona del origen del
cromatograma analizado prewviamente en el sistema TPG de los extrac-

tos de incubacién b) separacibén de las diversas formas de 18 OH B.

a 3. Sistema Bush Blr( Heptano:; tolueno:metganolsragua 5:5: 7:3)(231).

La forma de trabajo fué similar a la descripta para el Bush Bb’ ex-
cepto que los tiempos de corrida fueron mayores,aproximadamente 8
horas.

Este sistema fué utilizado para analizar 1os acetatos de las das

formas de distinta polaridad obtenidas en metanol de 18 OH B.

a 4. Sistema Bush A;( Heptano:metamol:agua 5:4:1 ) (231).

La forma de trabajo fué similar a la descripta para el sistema Bush
Bg, excepto los tiempos de desarrollo que fueron aproximadamente

10 horas pues fué necesario hacer la corrida cromatogrifica con

* overflow ",

Este sistema fué utilizado para la purificacidn del precursor de-

soxicorticosterona.

a 5.Sistema " Cy-Di 1 ":( Ciclohexano:dioxano:metanol:agua 4:4:2:1)
(232) |
La forma de trabajo fué sinilar a las descriptas anteriormente pa=-
ra los sistemas denominados Bush,Los tiempos de desarrollo oscila-

rom entre 12 y 16 horas.
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Este sistema fué utilizado para analizar los acetatos de aldoste-

ronae.

a 6.Sistema " Cy-Bz ": (Ciclohexano: benceno:metanol;agua 4:3:4:1)
( 232 ).

La técnica seguida fué similar a las descriptas anteriormentes Los

tiempos de desarrollo fueron aproximadamente 8 horas.
Este sistema se utilizé para analizar la lactona de 10s acetatos

de aldosterona.

B.Cromatograffa en placa delgada

b 1. Sistema Heptano:acetato de etilo ( 3:1 ) ( 233 ).

Se utilizaron placas de 5 x 20 om y 0.5 mm de espesor.

La preparacibén contenia gel de sflica GF 254 y gel de sflica G ,
en relacibn 1l:3.Las placas se activaron durante 1.5-2 horas en es-
tufa a 110 °C.

1K1 tiempo de corrida fué de aproximadamnente 1 hora en un cuarto
termostatizado a 31 °C.

kste sistema se empled para purificar progesterona y separar las

dos formas o derivados de 18 OH Progesterona.

C.Deteccibébn de 10s esteroides en 1los cromatogramas

Los esteroides radioinertes que absorben a 240 nm (A 4-3 ceto )

se detectaton con una limpara UV adecuada ( mineraligh short Wave
UV S-11 ) utilizando la emisidén principal a 253,7 mm ( onda corta).
El papel fluoresce ligeramente con una emisién azulada y la mancha
oscura que identifica la posicidn del esteroide por @ontraste,es
debida a la absorcién de la radiacibén de excitacién.

Cuando se utilizé cromatografia en placa delgada se empleé el mis-
mo principio agregando un indicador de fluorescencia (sflica gel

GF 2%4 ).
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Los esteroides radiactivos fueron ubicados sobre los cromatogra-
mas en papel o placa delgada mediante un radiocromatégrafo "sea-
nner * Packard Modelo 7201.

D.Eluciédn de los compuestos

E1 método de elucibdn empleado fué discontf{nuo.Las zonas del cro-
matograma en papel que contenfan los esteroides fueron co}tadas
en cuadraditos de aproximadamente 0.5 om de lado y puestas en er-
lemmeyers de 25 ml,

El solvente de elucién fué en general metanol y en algunos casos
cloruro de metileno 6 mexzcla de ambos.

Los erlenmeyers tapados fueron puestos en un agitador.Ad cabo de
15 minutos se volcaron los elufldos en tubos y se agregd nuevo sol-
vente de elucibdn.Este proceso se repitid tres veces.

Se determind previamente que bajo estas condiciones se recupera
el 99 % del material.

Cuando se hizo cromatografia en placa delgada, la zona que conte-
nia los compuestos fué separada del resto de la placa con ayuda
de una espdtula.

Este material se colocé en erlenmeyers para ser elufdo de la mis-
ma manera que se describié anteriormente.El l1fquido de elucién se
filtré a través de embudos conteniendo lana de vidrio en el vista-
go.

Sobre alficuotas de estas elufdos se realizaron fas mediciones de
radiactividad en un contador de centelleo liquido como se indica-
ré4 mds adelante.

Los elufidos fueron concentrados bajo Nzen bafio termostatizado a

37 ° C, salvo donde se especifique otra cosa.
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E.Hfﬂicjdn de la radiactividad

e 1 .Equipos utilizados

La determinacibén de actividad de las muestras que contenfan 3H.14C

8 mezcla de ambos fué realizada en espectrdmetrosFBde centelleo 11~
quido Packard con 3 canales.

Se utilizaron en diferentes oportunidades dos aparatos a) Tri Carb
Modelo 3003 no dotado de " Standard " externo b) Modelo 3003 equi=-

pado con " Standard " externo, seglin su disponibilidad.

e 2.Preparacibn de las muestras

Las muestras a medir se colocaron en viales de vidrio de bajo con-
tenido en potasio y se llevaron a sequedad bajo aire.Luego se afla-
dié a cada vial 10 ml de solucibén centelladora que contenia 4 gr/1
de PPO y 0.25 gr/1 de dimetil POPOP en tolueno de calidad adecuada
para este propésito ( 234-236 ).

Los viales previamente tapados y agitados se dejaron durante por
10 menos 10 minutos antes de leer en el espectrémetro,manteniéndo-
los en la oscuridad y a baja temperatura para disminuir el fondo,

especialmente cuando se medf{an radiacionesfade baja energia.

e 3.5leccibén de parémetros Optimos

e 3.1.Calibracién de la ganancia

Fijando una ventana 50-1000,para evitar en lo posible tanto el rui-
do electrbénico como el de radiacidn exterior de alta energfa,se se-
lecciond la ganancia con la cual se obtiene el valor de cifra de

. P . 2 . .
mérito = ( eficiencia )~ para muestras sin "quenching"™ (patrones de
3

H y14c separgagggnte).
Esta ganancia muy aproximadamente coincide con la de mayor nimero
de cpm lefidas en @ada caso.Fn dichas condiciones la sendfbilidad
del método es m&xima y no influyen de modo apreciable pequefias va-
riaciones en la amplificacién electrénica ( ganancia ) debidas a
inestabilidad del sistema y falta de reproducibilidad del potencib-
metro selector de ganancia.

En dichas condiciones tambiém es &ptima la relacidén sefial ruido

del sistema.



- 44 -

e 4.Correccién del "quenchimg" para un sbélo radioisé4topo

e 4.1.M8todo de la relacibébn de canales

Se empled este método cuando no se dispuso de "standard® externo,
por ser el de eleccibén en tal caso ( 235-238).

Se utilizé un juego de patrones de actividad absoluta conocida del
nficlido a determinar,con diferentes grados de "quenching*.

Se midieron simult&neamente en 2 canales cada uno de los patrones
utilizando la misma ganancia.En el ler. canal & canal de medicién
se utilizé una ventana abierta ( 50-1000 ) y en el 2do. canal 8 ca-
nal de monitoreo se utilizé una ventana m&s angosta ( para14c se
modificd el valor del discriminador base a aproximadamente 100 di-
visiones; para 3H en cambio se modificé el valor techo a 250 divi-
siones,manteniendo en ambos casos el otro discriminador igual que
en el canal de medicién ).

La ventana del canal de monitoreo fué elegida de modo de obtener
una relacién appoximadamente lineal entre la eficiencia de medicién

en el canal de medicién ( h1 y €. para 3H y14c respectivamente) y

. 1
la relacién de canales:

Actividad neta aparente (cpm) en canal monitoreo

Actividad neta aparente (cpm) en canal medicién
Tal relacibn de canales es obviamente idéntica a la relacién de
las eficiencias correspondientes,denomindndose h2y c2a las eficien-
cias de3H y 140 en el canal de monitoreo.
La pendiente de la recta obtenida es negativa para 3H( hlvs hz/ hl)
y positiva para 140 ( c,vs c2/ cl) trabajando de tal modo( figuras
7y 8).
Las mueétras que contenfan los esteraides se midieron bajo condicio-
-nes idénticas,y una vez determinada la relacién de canales que le
corresponde,por interpolacién en la curva del niiclido en cuestién
se obtuvo el valor de la eficiencia de medicibn,con 1o cual se cal-

culd la actividad absoluta.
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Pig.8: Medicién de

l4C mediante el método de relacién de canales.
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e 4.2.M8todo del "standard" externo ( 239-242 )

Se utilizaron 3 canales, el iro. en condiciones 6ptimas de medicién
para el nficlido y los dos restantes en condiciones adecuadas para
la determinacibén de la relacién de actividades aparente netas del
"standard" externo ( r.s.e.)s

Actividad aparente neta del S.E. en canal angosto

T eSeCo
Actividad aparente neta del S.E. en canal ancho

El espectro @ aparente del "standard" externo,generado por efecto
Compton a partir de la radiacién P emitida por el *standard" es de
energia elevada,por 1o cual su medicién se realizd con baja ganan-
cia ( 3% ).

kKl valor de é.s.e. as{ definido no supera 0.5 si se eligen para el
canal ancho una ventana de 100-1000 y para el canal angosto una de
300-1000.En tales condiciones las curvas de eficiencia vs r.s.e.
para ambos nficlidos permiten convenientemente la determinacidn de
la actividad absoluta de una muestra,puesto que pequefias variacio-
nes de eficiencia ( variacién en el "quenching®) se tradacen en va-
riaciones apreciables de la r.s.e. La relacién es biunivoca por ser
prédcticamente independiente del mecanismo de "quenching";por otra
parte las muestras con que se trabajé no presentaron color apresia-
ble nunca y el "quenching" de color'es aquel que produce mayopes
desviaciones de la curva de eficiencia vs r.s.e.

Para determinar estas curvas se procedid de modo andlogo al emplea-
do en el método de la relacibn de canales antes descripto.
Utilizando un juego de patrones con distinto grado de "quenching"
para cada isétopo se obtuvieron las curvas de eficiencia vs r.s.e.
correspondientes para cada uno de ellos.

Cada vial patrén se midié en las condiciones descriptas en presen-
cia y ausencia del "standard" externo.Dado que la actividad del
"strandard" es muy elevada,el contaje éon el "satandard" colocado

se realizé durante sblo 1 minuto.

Como antes,de la actividad aparente ( cpm) del patrén obtenida en
ausencia del "standard" externo se calcula la eficiencia de la me-~
dicibn;los valores registrados en 10s canales ancho y angosto co-
rrespondientes al " standard" externo,siempre en ausencia de éste

se descontaron de los obtenidos en su presencia para obtener las
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actividades netas con las cuales se calculd la r.s.e.

Para la medicién de la actividad absoluta de las muestras median-

te esta técnica,se procedid de manera andloga a la descripta para

los patrones,y con el valor de r.s.e., obtenido se determiné la e-

ficiencia por interpolaciédn en la curva correspondiente al ndcli-

do.

Fn las figuras 9 y 1@ se muestran las curvas obtenidas de las efi-

ciencias de cada uno de los is6topos en funciédn de r.s.e.

e.5.Correcciédn del "quenching® para mezclas de dos radiois8topos

e.5.1.Médiante el método de la relacibén de canales ( 243 )

kste problema solamente puede resolverse si las energias!?méxima

de los radioisédtopos presentes son apretiablemente diferentes.Tal
condicibén es satisfecha afortunadamente por el par 3H:14C. por ser
sus energifas m4ximas iguales a 0.018 MeV y 0.155 MeV respectivamen-
te ( relacibén 1:8.6 ).

Mientras no se dispuso de un equipo con "standard® externo la reso-
luciém de mezclas se logrd utilizando una técnica puesta a punto

en colaboracibébn con el br. Guillermo A.Locascio,basada en la de-
terminacién del grado de "quenching" mediante relacién de canales
para el isétopo de mayor energia,con exclusién del de menor ener-
gfia en estos canales.BEn el ler. canal se determiné la actividad a=-
parente del isbétopo de menor energia con ayuda de una curva que
permite descontar la actividad aparente neta del isétopo de mayor
energifa en este canal.

Este ler. canal overa con ventana y ganancia 6éptima para el SH de-
terminadas como se menciond anteriormente.En 10s otros 2 canales,
que se pperaron c¢on la ganancia éptima para 14C.se excluyd al tri-
tio empleando un valor de discriminador base suficientemente ele-
vado y que resultd ser de 250.Para mediciédn de 140 exento de 3H se
empled una ventana 250-1000 y para monitoreo 250-400.La relacidédn

entre las actividades netas aparentes en estos canales, c3/ ca.es

funcibén del grado de "“quenching".
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Pig.10 :Eficiencia de C en funcién de la relacién de actividades

aparentes netas del standard externo.



Se graficd cp,ef#ciencia de medicién del4c.en el canal de medicidn

14C

de este niclido vs c3/ cautilizando una serie de patrones de
con diferente grado de "quenching" .La eficiencia del3 H en el ca-

nal de medicién de tritio.h1 también se graficéd contra esta rela-
cién de canales empleando patrones de 3H del mismo grado de "quen-
ching" que los de14C.( fig. 11 y 12 ).

Dado que es imposible contar3u con exclusién de 140. se obtuvieron

las actividades aparentes netas de 3& descontando de la actividad

14

total apareénte medida en el canal X, la actividad de C en dicho

canal de medicién de 33; la curva necesaria de actividad aparente

de 140 en el canal de medicién de 3H / actiwvidad aparente de 140

14

en el canal de medicién de ~'C ( cl1/c2) en funcibn de la relacién

de canales "quenching" se obtuvo de la lectura en este canal de
medicién de 3H de la actividad aparente de los patrones de 140 con

diferente grado de "quenching®. (.fig 13 ).

e.5.2.Resoluciédn de mezclas de dos radioisdtopos utilizando

»standard” externo ( 244-248 )

Con un espectrémetro equipado con *"standard® externo se procedié

de la manera siguiente: 1) Se determinaron 10s puntos de balance
para los patrones de 3& ¥y 140 sin “quenching® en el canal 1 como

se describié previamente ( pardmetros éptimos de ganancia para ven-
tanas 50-1000) en el canal de medicién.

2)Con juegos separados de patrones de cada radioisétopo que conte-
nfan cantidades crecientes de agehte productor de *quenching® (ni-~
trometano) se trazaron los siguientes gré&ficos:

a)Curva de eficiencia de3H (h2 ) en funcibn de r.s.e.

b) Curva de eficiencia de 14

Cc ( < ) en funcién de r.s.e.

c) Usando el juego de patrones de distinto grado de "quenching" de
3H. se representd el cociente entre la eficiencia hlde cada patrdn
medido con par&metros &ptimos para 140. y la eficiencia h2 del mis-
mo patrén medido con pardmetros éptimos para 3&. en funcién de r.s.e
d)Andlogamente,con el juego de patrones de distinto grado de “quen=-

ching® de 13. se representd el cociente entre la eficiencia c,de
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Pig 11: Resolucién de mezclas de 3H yhAC mediante el método de

relacién de canales.
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relacién de canales.
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140 Y la eficiencia

c?del mismo en un canal con par&metros 6pyimos para 3H VS Tre.S.€.

cada patrén medido en condiciones 8ptimas para

Para determinar la actividad absoluta de cada isétopo en una mez-
cla desconocida, se procedié en primer lugar a determinar el r.s.e.
correspondiente y por interpolacidn en las 4 curvas descriptas se
obtévieron los valores de ¢, h, , c,/ ¢,y hy / b, « (fig 14 y 15).
Con estos dos filtimos y los datos de la actividad neta aparente

de 1la muestra obtenida con pardmetros 8ptimos para 3H y 140 en
mediciones separadas, que llamamos N2 y “1’ se obtuvo la activi-

dad absoluta de cada radioisf8topo mediante las siguientes ecuaciko-

nes ¢
C)
no "n
2 < 1
Zl
H =
h2(°1 - "N
) k2
€
1
(N - ! . K, )
C? l -1-1—— 2
_ ‘ 2
c =
C
@ (1 - M)
€y h,

donde H corresponde a las dpm de 3a y C a las de 14c ( 249).
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F.Biosintesis y aislamiento de 18 OH B

f£.1 Purificacién del precursor

1-2 SH-B- é 4-14C-B se purificaron por cromatografia en papel en
el sistema TPG ( 230),previamente a ser utilizados como precurso-

res de la 18 OH B.

f£f.2 Preparaciédn del tejido

Se utilizaron ratas Wistar que pesaban entre 250-300 gramos.LoOs
animales se sacrificaron por decapitacién.Se extrajeron las glé4n-
dulas suprarrenales se les sacd la grasa y el tejido conectiyo que
las recubrfa y se cortaron en cuartos para formar distintos “pools"
de acuerdo a Saffran y Shally ( 250 ).

Todas estas operaciones se realizaron entre 0-4 °C,

Se determiné luego el peso de cada “pool" .Estos se preincubaron

3 veces durante 20 minutos cada vez con la mezcla de incubacién ,
excepto el precursor y luego se procedid a incubar el tejido em

presencia del precursor B, bajo las mismas condiciones,

£.3 Incubacién

Las incubaciones se llevaron a cabo en buffer Krebs-Ringer-Bicar-

bonato-Glucosa( 250=251 ).

Solucibn sustancia conc. conc, molaridad relacién

N°© % M final

1 ClNa 0.9 0.154 0.118 25

11 Cik 1.15 0.154 0.0047 1
IIX PpOgH2K 2.11 0.154 0.0018 0.25
Iv SO4Mg 7 K>0 0.38 0.154 0.0018 0.2%

v CO3HNa 1.29 a,154 0.0254 5.2%
V1 ClQCa l.22 .11 G.0254 Q.75

dextrosa 0.01 M.
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Para incubar se procedié de la manera siguientes

i.Se colocaron en vasos de precipitados de 10 ml entre 1 y 2 x 136
dpm de 3H—B en solucién metanbélica previamente purificada segtn
se indicé.E1 solvente se evaporé hasta sequedad bajo N2.
i.i.Se agregbd 1.63 ml de soluciones I a IV en la relacibdn indicada.
i.i.i.Se afiadié luego 0.16 ml de V ( obtenida mezclando 47 mg de
dextrosé en 2.1 ml de bicarbonato de sodio ) obteniéndose la solu-
cibn vr,

i.i.i.i.5e agregd 0.05 ml de VI,

i.i.i.¥.i.Se agregaron los "pools"™ de adrenales.

Las incubaciones se realizaron bajo atmlsfera de 95 % Op y 5 % COp
a pH= 7.4 en un bafio tipo Dubnoff a 37°C con agitacién.

Los tiempos de incubacién oscilaron entre 30-120 minutos ( 190 ).

f .4 Extraccibédn

Finalizada la incubacién se procedié a aislar los productos previa
adicién al medio de incubacién de aldosterona radioinerte y 4-140
aldosteroma como marcadores.

Se separd luego por decantacién el sobrenadante y el tejido.

La fase acuosa se extrajo 3 veces con el doble de su volumen con
ClQCHé. reuniéndose los extractos orgénicos.

El tejido se hogogeinizé con alcohol etflico al 30 % en un potter
de vidrio y el homogenato resultante se centrifugd en centrifuga
clinica a 3000 rpm.Se descartd el precipitado y el sobrenadante se
extrajo 2 veces con el doble de su volumen con CéCH2.

Se reunieron luego las 2 fases orgdnicas provenientes del sobrena-

dante y tejido y se concentraron bajo atmésfera de N_en bafio a 37°C

2
para su posterior andlisis cromatogrdfico.

Cuando se ensay$ la 18 OH B en cualquiera de sus formas como pre~
cursor de la aldosterona,se utilizaron idénticas condiciones de

incubacién y extraccién.



f.5 Separacién e identificacibén de los compuestos

El extracto metilénico proveniente de la incubacibén se cromatogra-
Fibé en el sistema TPG ( 230 ).

Una vez desarrollado el cromatograma y localizados los distintos
compuestos, se eluyéd la zona més polar con metanol y se recraomato-

grafié en el sistema Bush B_,logrdndose as{ la separacién de 18 OH

y aldosterona.Se eluyeron lgs compuestos y sobre alfcuotas de cada
uno de ellos se procedié a contar en el contador de centelleo 1{-
quido.

Los rendimientos de 18 OH B y aldosterona a partir de B fueron Si-

milares,con valores comprendidos entre 10 y 15 %,

G.Purificacibén de las 2 formas de 18 OH B: M y By4.33

Salvo que se aclare las formas de 18 OH B utilizadas en 1los ensa-
yos se prepararon como se describiri a continuacién.Por imcubacién
a partir de 3H-B con cuartos de suprarrenales de rata sélo se obtu-
vo la forma m&s polar M; &sta se aisld mediante dos cromatografias

en papel sucesivas en los sistemas TPG y Bush B_. La fosma mis po-

lar tiene en este dltimo sistema un Rp0.54 y 1a5menos polar Ry 4.33
un Rp 2.05.

La forma m&s polar M asi{ obtenida se estaciond em metanol a 31°C
durante 10 a 15 dfas para obtener su transformaciédn en la menos
polar.RM 4.33.

Al cabo de ese tiempo se procedié a separarlas por cromatografia

en el sistema Bush B_. E1 M remanente se volvidé a estacionar en

p)
metanol nuevamente para obtener su transformacién a R _4.33.

E1l RM 4.33 obtenido se puso en contacto con agua de;ti:ada para
obtener la forma m&s polar M nuevamente y ésta se reconvirtié en
RM 4.33 por estacionamiento en metanol como antes;la utilizaecién
de este material permitié asegurar que se trabajé con formas *in-
terconvertibles" .Esta Gltima conversién M a Ry, 433 no se realizé

cuando se enpled M para la experiencia a llevar a cabo.
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H.Caracterizacién de los distintos esteroides por preparacién de

derivados

h.l Acetatos

Los acetatos de 18 OH B ( formas M y RM 4.33 ) se obtuvieron median=-
te tratamiento con anhidrido acético y piridina, analiz&ndose 1los

productos en el sistema cromatogrdfico Bush B_,segin la técnica

de Raman y col ( 123 ). '
En el caso de la aldosterona,se obtuvieron 1los acetatos {( funda-
mentalmente el diacetato ) mediante una técnica de acetilacién a-
niloga y los productos de reaccibdn se separaron y caracterizaron

por sus R,. por cromatograffa en el sistema Cy-Di I,segin Kliman

£
y Peterson ( 232).

h.2 Lactonas

La 18 OH B fué sometida a dos diferentes técnicas de oxidacién.

a) Por tratamiento con IO4H 5 mM en SO4H0.15 M durante 1 hora a
temperatura ambiente y posterior detenciédn de la reaccién con
Cl,Sn al 6% en ClH 0.1 N, seglin Wilson y col ( 252 ).

Los productos de reaccibn se analizaron en el sistema TPG.

b)Un tratamiento mis enérgico,que también fué empleado para el di=-
acetato de aldosterona, consiste en tratar el esteroide con Crojal
0.5 % e n acético glacial durante 10 minutos a temperatura ambien-
te, deteniéndose la reaccidn luego con etanol al 20 %.

Fsta técnica,segln Kliman y Peterson,produce la lactoma del &cido
20 etienoico de 18 OH-11 dehidro B en el caso de la 18 OH B, y 1la
11-18 ¥ lactona del 21 monoacetato de aldosterona ( LAMA ) en el
caso del diacetato de aldosterona.

Los productos #e oxidacién se separaron si provenfan de 18 OH B,
por cromatografia en TPG,mientras que cuando se partié del diace~

tato de aldosterona,la cromatografia se realizd en el sistema Cy-Bz.




I1.B3iosintesis y aislamiento de 18 OH DOC

i.l Purificacibédn del precursor

4~ 14C-DOC se purificéd por cromatografia en papel en el sistema

Bush A antes de ser utilizado como precursor de la 18 OH DOC.

i.2 Preparaciédn del tejido

Se procedié de la misma manera que la descripta para la obtencién

de 18 OH B.

i.3 Incubacién y extracciédn

Las condiciones de incubacién para la obtencibébn de 18 OH DOC a par-~
tir de 4- 14C-;DOC fueron las mismas que las descriptas para la ob-
tencidén de 18 OH W variando sélo la cantidad del sustrato y el tiem-
po de incubacidn.

En cuanto a la extraccién de les esteroides del medio de incubacién

se procedié de la manera antes mencionada.

i.4 Aislamiento de los compuestos

Los extractos en Cl,CHyse llevaron casi a sequedad bajo una corrien-
te de N2y se los tomé con un pequefio volumen de metanol para sembrar-
los en las tiras de papel de cromatografia.

Las muestras fueron analizadas en el sistema TPG antes descrip;o.

k1 tiempo de desarrollo fué aproximadamente de 7 horas,tal que to=-
do el colorante rojo fuese recogido en los frasquitos de "overflow".
La deteccién y elucibn se realizé de manera andloga a la descripta

para 18 OH B.

J.Espectrometria de masa

Fundamento

La espectrometr{a de masa es una técnica que permite estudiar as-
pectos vinculados con la estructura molecular de numerosas sustan-

¢ias.BEn muchos casos permite,con muy pequeflas cantidades de muestra
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obtener valiosa informacién sobre ésta y bajo ciertas condiciones
es posible 1incluso obtener el peso molecular exacto.

E1l método b4sicamente consiste en 1) producir iones de la sustan-
cia en estudio y de fragmentos de ésta 2) separarlos segfin su re-
lacién masa / carga ( m/e ) 3) medicién de la abundancia relativa
de cada ién.

Los iones produciflos son en su inmensa mayoria positivos siendo

los negativos 10.000 veces menos abundantes que aquéllos.

Una vez introducida la muestra mediante uno de 108 varios sistemas
posibles ( 253-256 ), es sometida a un proceso de produccién de
iones,también hay varios métodos, y a su aceleracién mediante un
campo eléctrico de alta tensibn,llegédndose coménmente a velocida-
des del orden de los 300.000 km / hora.

Los iones se enfocan adecuadamente en un haz.Este luego pasa ak
analizador de iones,donde mediante un campo magnético perpendicu-
lar a su trayectoria se separan precisamente segin sum / e,desvién-
dose m&s f&cilmente aquéllos cuya relacidn es menor.Puede decirse
que el 99.9 ¥ de las especies ibnicas producidas poseen carga uni-
taria,por 1o cual la clasificacién de dichos iones tiene lugar préc-
ticamente segin su masa.

Como todos los iones,llegan con igual energfa al analizador de io-
nes,la trayectoria dnica que permite la deteccidén y registro de u-
na corriente ilnica en el colector de Faraday y sus equipos asacia-
dos implica en realidad una relacién biunivéca entre el valor de
campo magnético aplicado y 1a relaciénm / e .

Este modo de operar, O sea, variar el campo magnétiéo dejando fijo
el potencial de aceleracién,es el m&s difundido,pues si bien es

m&s lento que el que varia el campo eléctrico dejando el campo mag-
nético constante ( analizador electrost&tico ) es m&s reproducible.
In los estudios realizados se empled el sistema de inserciédn direc-
ta de muestra.kEste comsiste en colocar la sustancia a analizar en
un microcrisol de oro,que se inserta en la punta de una varilla ,
punta que es calentable mediante una resistencia y que una vez in-

sertada llega hasta la propia cémara de ionizacién.
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La muestra se evapora por 1o tanto alli directamente 1o que permi-
te trabajar con muy pequeirias cantidades de muestra,incluso del or-
den de 1o0s 10 ug.

ks suficiente que a la temperatura de operacidn la presiédn de va-
por de la muestra llugue a 10"5 torr.disminuyéndose as{ la proba-
bilidad de descomposicién térmica,puesto que se puede trabajar a
menores temperaturas que con otros sistemas de inyecciébn,

K1l equipo utilizado posee el sistema de producciédn de iones median-
te bombardeo electrédnico ( " electron impact * ).

La ionizacién se produce por interacciédn de un haz de electrones
de intensidad y energfa regulable,con las moléculas de la muestra
vaporizada que atraviesan dicho haz,el efecto fundamental consis-
te en la pérdida de un electrdn de la molécula y su fragmentacién,
10 cual produce iones conm / e caracteristicos que son posterior-
mente analizawos y detectados ( 253=256 ).

l'n general se trabaja con fuentes que alcanzan el rendimiento m&xi-
mo de iones y una reproducibilidad éptima de los espectros,en la
regién de los 70 eV aproximadamente,donde la curva de rendimiento
total medio de iones en funcién de la energia de los electrones
llega a un madximo y adquiere forma horizontal,de modo que influyan
poco pequelias oscilaciones de tensién sobre el rendimiento iénico.
Los espectros se realizaron en un espectrdmetro de masa Varian -
Mat CH 7,por impactp electrbdnico con equipo de insercién directa

como se describid anteriormente.

j.1 Preparacién de las muestras de 18 OH B

’

_Compuesto M :Fn cada experiencia se preparé una solucién que con-
3

tenfa 20x10~ dpm de 18 OH B=- SH biosintetizada en el laboratorio
como se describid y 100 ug de 18 OH B radioinerte en 100 ul de me-
tanol destilado.

La solucién resultante se sembré en forma puntual y se purificé
mediante el sistema Bush B5 ( 231 ).

El compuesto M se detectbd, eluyd y concentrd como se mencionéd an-
teriormente,colocdndoselo luego mediante una micropipeta en los

microcrisoles de oro para su andlisis por espectrometria de masa,
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Una de las tiras del cromatograma se dejd sin sembrar para utili-
zarla como blanco de bapel;con ekla se procedié§ de manera anfloga
a la empleada con las muestras.Se incluyd ademds un standard de
18 OH B para comparar el esquema de fragmentacién obtenido,

’

Compuesto RM 4.33:Para cada ensayo,en un tubo con tapa a rosca se

preparé una solucibén que contenia 4Ox103dpm de 18 OH B- 3H y 120ug

de 18 OH B radioinerte en 5 ml de metanol destilado.

La preparacién as{ obtenida,previo burbqieo con N, se cerr§ y de-
j6 durante 10-15 dfas a 31°C en un cuarto termostatizado para su
transformacién en Ry4.33.

Al cabo de ese tiempo se evapord hasta 100 ul bajo corrienge de
N2, se purificé por cromatograffa y llevé a microcrisoles como ase

describié para el compuesto M.

compuesto R; 4.,33: Cada determinacién se realizd como sigue:en un

tubo de 1 ml se colocaron 250 ul de una solucién de 18 OH B-SH

( 40x10°

dpm ) en agua y se le agregaron 100 ug de 18 OH B radioi-
nerte evaporindose luego hasta sequedad bajo N2.
Al residuo seco se le agregaron 100 ul de una solucién de C1H 10-§
se homogeinizé y luego de 5 minutos se sembrd en tiras de papel pa-
ra separarlo en el mismo sistema cromatogrifico y colocarlio en mi=-
crocrisoles como ya se describié.

Todos estos estudios por espectrometria de masa se realizaron a 15

y 70 eV y 150 y 260°C respectivamente.

J.2Preparacién de las muestras de 18 OH Progesterona

Las distintas formas de 18 OH Prog se purificaron por cromatogra-
fia en placa delgada en el sistema Hepganozacetato de etilo(3:1),
sdentificdndose en el texto siguiente cada compuesto seglin su R £

en ese sistema.
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Compuesto I ( Rp 0.10 ):

Se preparbé una solucién que contenia aproximadamente 60 ug de

18 OH Prog en 200 ul de metanol,se homogeinizé y se sembré en
placas de 20x4 amn y 0.25 on de espesor.Se desarrolld el cromato-
grama durante 1 hora.

La ubicacién del compuesto se detectd por su absorciédn al UV.

La zona que absorbfa se eluyd con metanol y se colocd en una micro-

cdpsula para determinar el espectro de masa.

Compuesto II ( Rg0.31 ):

Se preparé una solucién que contenia entre 60-80 ug de 18 OH Prog
( compuesto I ) en 3 ml de metanol.Una vez disuelto el esteroide
se burbujed wzy se lo manttvo herméticamente cerrado en un cuarto
a 31°C durante 20 dfas para su transformaciédn en el compuesto II.
Transcurrido ese tiempo se evapord el solvente casi hasta seque-
dad y se 1o sembré en placa delgada como se describid anterioemen-
te.

Bajo estas candiciones se observé la presencia de 2 esteroides

( compuestos I y II ).Estos se eluyeron y los eluidos se colocaron

en 1los microcrisoles para su andlisis en el espectrbémetro de masa.

Compuesto 111 ( R.0.31) y Compuesto IV 14Rf0.37 )

Se colocd en un tubo aproximadamente 80 ug de 18 OH Prog (compuesto

I ) y 200 ul de una solucidédn de 01H10'2n. Se dejd reaccionar duran-~

te 5 minutos y se sembré en placa delgada.
Una vez desarrollado el cromatograma se detectaron 3 compuestos de

R, 0.10 ( compuesto I ), R.0.31 ( compuesto III ) y R.0.37 ( com-

£
puesto IV ).

£ £

Se eluyeron los compuestos en'ia forma habitual y se colocaron en
los microcrisoles para su estudio.

Se incluyé ademés la preparacién de un blanco de placa delgada.
Todos estos espeetros se realizaron a 20y 70 eV y 150 y 260°C

respectivamente.




Je3 Preparacibédn de las muestras de 18 OH DOC

Las diferentes formas de 18 OH DOC se purificaron por cromatogra-

fia en el sistema TPG ( 230 ).

Compuesto X ( B 0.16 )

En cada ensayo se prepard una solucibén que contenfa 15x103 dpm de
18 OH DOC biosihsetizada en el laboratorio como se describié ante-
riormente y 80 ug de 18 OH DOC radioinerte en 200 ul de metanol.

La solucién resultante se sembré§ en forma puntual y se analizé en
el sistema mencionado.Se obtuvo un sélo compuesto denominado X ,la
forma mé&s polar de 18 OH DOC.

La elucidn se realizé en la forma habitual y se colocd en un micro-

crisol para determinar el espectro de masae.

Compuesto Y ( R,0.70 )

Para cada ensayo,se prepard una solucién que contenia aproximada-
mente 30x103dpm de 18 OH DOC-3H y 120 ug de 18 OH DOC ( compuesto
X ) radioinerte en 5 ml de metanol.

ina vez disuelto el esteroide se burbujeo N,y se lo cerr® herméti-
camente manteniéndolo a 31 °C durante 20-25 dfas para su transfor-
macién en el compuesto Y.

Se llevé luego a sequedad bajo corriente de N2y se 1o analizé en
el sistema TPG.

La zona correspondiente al compuesto Y se eluyd y se colocd en los

microcrisoles para determinar el espectro de masa,

Compuesto Z ( RP0'96 )

3dpm de 18 OH DOC

En cada ensayo se colocaron aproximadamente 35x10
-3H-y 150 ug de 18 OM DOC radioinerte ( compuesto X ) y se afiadié
15 ul de tetrahidrofurano.A la solucién resultante se le agregé
150 ul de C1lH 10-2N. se dejé reaccionar a temperatura ambiente du-
rante 5 minutos y se analizé en el mismo sistema cromatigrifica.
K1 compuesto Z obtenido se eluyd de la manera habitual y se colo-
cé en un microcrisol para determinar su espectro de masa.

Se incluyd ademds la preparaciédn de un blanco.



- 68 -

K.Estudios de estructuras mediante doble marcacién isotépica

Para verificar 1os resultados obtenidos mediante espectrometria

3

de masa se decidié investigar la reaccibén de “H,0 yléH30H con dos

formas de 18 OH B,respectivamente RM 4.33 y M.

Para ello se hizo uso de las técnicas cromatogrificas ya menciona-
das y del anilisis de doble isétopo por el método de la relacién
de canales o del Standard externo antes descriptos.

fFnsayos con 14CH:0§1

3
k.1 Incorporacién de 14CH3QEL Se diluyé isotbdpicamente una solucién
3& obtenida por biosintesis en el laboratorio,con la can-

de 18 OH B=
tidad de 18 OH B radioinerte necesaria para obtener una preparacién
de actividad especi{fica comparable a la del 14CH30H.

La preparacién del esteroide,que estaba en su forma m&s polar M,se

puso en contacto conléﬂ OH obteniéndose su transformacidn parcial

en la forma menos polarSRM 4.33.

Al cabo del tiempo necesario para producir una interconversién apre-
ciable,las muestras se sembraron en tiras de papel y se analizaron
por cromatografia eh el sistema Bush BS.La ubicacién de los compues-
tos se realizé como se menciond anteriormente.Una vez eluifdos éstos,
se procedid a determinar sobre alficuotas la relacién 3H / 140 por

los métodos antes mencionados.

k.2 Estudio de la transformacidn inversa en H,0:

Por ensayos previos se sabia que la forma menos polar, R" 4.33,en
contacto con agua se transformaba en la mds polar M.

As{ se decidié investigar qué ocurrifa con la relacidén 3y /140 cuan-~
da RM4.33 obtenida a partir de 3H-M y 14CH3OH se transformaba en M.
Para ello la solucibén metanblica de la forma RM4.33 se llevé a se-

quedad bajo N, al residuo seco del esteroide se le agregd inmedia-
”

2
tamente agua destilada y se dejé a 31°C durante aproximadamente 1

semana para su transformacién en M,

Bl andlisis fué similar al descripto en el ensayo de incorporaeién
de 14CH30H,determinéndose en este caso la relacién 3H /14C en la

finica forma obtenida, M.



Ensayos con 35{29

k.3 Incorporaciédn de 3

Hag: En este caso fué necesario biosintetizam
18 OH B~ 14

C por las técnicas habituales.

Una vez aislada y purificada se la diluyd con 18 OH B radioinerte
para obtener una preparacidn con actividad especifica comparable a
la del 3H20.

Las muestras ya dilufdas se pusieron en contacto con metanol radio-
inerte para obtener una transformacién apreciable en la forma menos
polar Ry 4.33.

Tramscurrido el tiempo necesario para tal transformacién ( 15 dfas
aproximadamente ) se analizaron en el sistema Bush BB'
Una vez identificadas en el cromatograma las dos formas correspon-
dientes se cortd la zona del papel donde se hallaba presente RH4'33
y se la puso en contacto con 3H 0 durante 1 semana a 31 °C.

2
El producto de la reacciédn fué analizado en el sistema Bush B_ an-

tes mencionado obteniéndose un @nico compuesto M,el cual se eiuyﬁ
del modo habitual.

Sobre una alficuota de 10s eluidos se determind por medio de un aon-
tador de centelleo 1fquido 1la relacién3 H /IAC como se mencioné an-

teriormente.

k.4 Estudio de¢ la transformacidn inversa en CHEOH:
14

El resto de la preparacién M eluida,proveniente de RH 4.33- Cy
3

H20,se dejé en soluciédn de metanol radioinerte para su transfor-

macién en la forma menos polar nuevamente;el anflisis de los pro-
ductos de reacciédn dié dos formas M y RH 4.33 en el mismo sistema

cromatogr4fico,donde una vez elufdos é&stos se procedib a determi-

nar la relacién 3H{/MC de ambos compuestbs.
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RESULTADOS

I. Condiciones de trabajo y estabilidad de los compuestos

Como se expreséd,si bien era conocido que la 18 OH B sufre transfor-
maciones - asi como otros esteroides 18 hidroxilados - { 142,145 )
por accién de diferentes medios,no se conocia la naturaleza de los
productos formados ni tampoco ia de tales transformaciones.

Poe ello,habiéndolo obtenido mediante biosintesis y posterior pu-
rificacién del esteroide radioactivo a partir de B con rendimien-
tos que oscilaron entre el 10 y el 15 %, y teniendo certidumbre de
la pureza del material asi preparado por caracterizacién de tal pre~
paracién por su movilidad cromatogrdfica y la de sus derivados (éce-
tatos,lactonas ) obtenidos a partir del mismo,se procedib a estuw -
diar la naturaleza de algunas de las llamadas formas de distinta
polaridad ( M, RM 4.33 y R*H4.33 } y ciertas caracteristicas de las
transformaciones en tales formas,a saber,influencia de la naturale-
za de los medios que ocasionan esas conversiones, y curso de las
reagciones en el tiempo.

Fué necesario evidentemente no sélo disponer de las distintas "“for-
mas" assladas,sino también hallar condiciones bajo las cuales éstas
se mantuvieran estables.

La forma M no se altera en estado sélido ni en soluciones acuosas.
L; forma Rk 4.33 de 18 OH B habifa sido mencionada en trabajos ante-
riores ( 145 ) donde se describfa que en " residuo seco " se con-
vertia completamente en M en 7 dias y se le adjudicaba la posible
estructura de " dimero",anilogamante a 10 propuesto por Dominguez
para 18 OH DOC ( 142 ).

Bas&ndonos en tal hipétesis pero teniendo en cuenta que segdn Levy
y col ( 127 ) la estructura no serfa exactamente un dimero,sino un
producto de condensacibén con pérdida de agua,ensayamos la estabili-
dad de Ry, 4.33 en condiciones absolutamente anhidras,en un deseca-
dor al vacio y sobre Na metdlico.

En tales condiciones Ry 4.33 no sufrié alteracibén alguna durante el

tiempo ensayado ( 30 dias ).



Adem8y el hecho de que Ry4.33 se convirtiera répidamente en M en
presencia de agua,hallazgo realizado también en el presente traba-
jo,apoyd la idea que esta transformacibn requiere precisamente a-
gua.Esto fué confirmado definitivamente mediante ensayos con 3H20
como se describe mids adelante,aunque la estructura propuesta para
Ry 4.33 no es un producto de condensacién de dos moléculas de es-~
teroide,del tipo sugerido originalmente por Levy y col ( 127 ) pa=-
ra el homélogo 18 OH DOC.

En cuanto a R; 4.33,n0 pﬁdb’detectarse alteracién alguna durante
30 dfas en estado sélido,ni se halld apreciable transformacién de

la misma en contacto con agua a 31 °C durante 15 dfas.

1I1.Caracterizacién de los distintos esteroides por formacién

de derivados

Il.a Formacibén de acetatos

Sobre alicuotas convenientes de las formas de 18 OH B, M y RM4.33
.y de aldosterona provenientes de la incubacibén se realizé acetila-
cién segfn Kliman y Peterson ( 232 ).

Se acetilaron ademis " standards* de 18 OH B radioinerte as{ camo
de aldosterona radioinerte y 4-140 aldosterona.

Los compuestos que estaban en metanol fueron evaporados previamen-
te bajo una corriente de N2. Al residuo seco del esteroide se 1le
agregaron iguales volumenes de piridina y anhidrido acétice.

Se dejé proceder la reaccibén durante 24 horas a 27°C eh tubos tapa=-
dos herméticamente;al cabo de este lapso la reaccién se detuvo por
la adicién de metanol y se evapord toralmente mediante una corrien-
te de aire.

Los residuos secos se disolvieron en un pequefio voluren de metanol
y se sembraron en papel.

L.os acetatos de ambas formas de 18 OH B se analizaron por cromato-
graffa en el sistema Bush Blobteniéndose un Rf=0.58 en los dos ca-
sos que coincide con el valor para el acetato de 18 OH B encontra-
do por Raman ( 125 ).

Los acetatos de aldosterona se analizaron en el sistema "Cy-Di I"

obteniéndose un Rf=0.68.
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11.b Formacién de lactonas

La oxidacién de 18 OH B se 1llev8 a cabo por dos métodos distintos.

II.bl Oxidacién segén Wilson ( 252 }

El esteroide que estaba en metanol se 1llevé a sequedad bajo N, _.

2
Al residuo seco del esteroide se le agregd una solucidédn de IO4H
0.005 M en SO4H20.15 M. Se agitd y se dejé proceder la reaccién

durante 1 hora a temperatura ambiente.Al cabo de ese tiempo se le

agregd una solucién de C1,Sn al 6 % en C1H 0.1 M y se agité.

La solucifén de aspecto leihoso se extrajo con 0120H2 y se cromato-
grafié en el sistema TPG.

E1l mismo procedimiento se realizé con un standard de 18 OH B radio-
inerte obteniéndose la lactona del 4cido 20 etienoico de 18 OH B

que en este sistema cromatogrdfico tiene un R =1.1 ( 118 ).

Il.b?=gxidacién crémica ( Kliman y Peterson ) ( 232 )
Esta-técnica fué empleada tanto para la 18 OH B como para el ace-
tato de aldosterona.

Los esteroides que estaban en metanol se llevaron a sequedad bajo
una corriente de N,. Al residuo seco del esteroide se le agreg$
Cr2°3a1 0.5 % en acético glacial.

Una vez homogeneizados 10s tubos se dejé proceder la reaccién du-
rante 10 minutos a temperatura ambiente.

Al cabo de ese tiempo de agregd alcohol etflico al 20 ¥ en agua y
Clzcﬂé Se agitd y se descartd la fraccibédn acuosa.

1l extracto metilénico se lavé con agua destilada y se cvapord el
solvente bajo aire.

Se realizé el mismo procedimiento con standards de 18 OH B radio-
inerte y acetato de aldosterona radioinerte asi como con 4-L4C ace~
tato de aldosterona.

La lactona del 4cido etienoico de 18 OH 11 dehidrocorticosterona
se analizé por cromatograffa en el sistema TPG obteniéndose un
Rz=2.25 ( 133).

F1 producto obtenido a partir de aldosterona,lactona del acetato
de aldosterona fué analizada en el sistema Cy-Bz obteniéndose un

Rp= 0.25 ( 257 ). LOs resultados se resumen en la tabla I.
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I11.Curso de reaccién en medio acuoso

Se trabajé con 3Hb18 OH B obtenida por biosintesis y convertida

parcialmente en R_4.33 como se describié en materiales y métodos.

La solucidn de RM2.33 se llevé a volumen y se tomd una alfcuota
del 2 ¥ para determinar su actividad en un contador de centelleo
1{quido.

Luego de tomaron aproximadamente 3x106dpm y Sse colocaron en uhbh va~
so de precipitado evaporando hasta sequedad bajo nz.
Al residuo seco se le agregd agua destilada,se homogeinizé y se co-
loc6 en un bafio termostatizado a 31 °C.

A distintos tiempos se tomaron alicuotas de aproximadamente 5x105
dpm y se ardizaron en el sistema Bush BS'
La posicién de las formas de 18 OH B se localizd por pasaje a tra-
vés de un radiocromatégrafo. Las zonas radiactivas en cada croma-
tograma fueron elufidas como se menciond anteriormente y llevadas

a volumen,

Se tomaron alicuotas de 5-10 ¥ de cada fraccibn,seglin su actividad,
y se las midié en un contador de centelleo liquido.

La figura 16 muestra el curso de la reacciédn de conversién de RM4;33

a M en medio acuoso a 31 °C.

tVv.Estudio de la transformacién de M a RM4‘33 en medios alcohélicos

Trabajos anteriores sobre esteroides 18 hidroxilados,comoc 18 OH DOC
( 142 ) y 18 OH B ( 145 ) describfan que estos esteroides podian
convertirse en formas menos polares por estacionamiento en metanol
y otros solventes.

Debido a la falta de un estudio sistemdtico de las transformacio-
nes obtenidas en metanol,se estudié el curso de reaccidn de este
proceso.Adem8s se decidié investigar también tales conversiones
con mayor detalle en otros alcoholes como etanol y butanol.

Para ello volumenes iguales de solucién en CL,CH,de esteroide tri-

5 2 2

tiado ( aproximadamente 2x10°dpm ) se llevaron a residuo seco eva-

porando con NQ; se agregd 100 ul de agua destilada a cada uno pa-

ra mantener el esteroide bajo la forma mis polar M.
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Para estudiar las conversiones en metanol,etanol y butanol neutros
se realizaron 3 series de ensayos.A cada serie de tubos de le agre-
gé 1 ml del alcohol correspondiente.

Se tomé a “tiempo cero" una alicuota para ser analizada en el sis-
tema Bush Bs. El resto de los tubos fueron tapados y colocados a

31 °cC.

A distintos tiempos se tomaron muestras y se analizaron en el mis-
mo sistema,

La presencia de las formas de 18 OH B fué detectada mediante un
radiocromatégrafo.

Las zonas radiactivas fueron elufdas del papel en la forma habitual
y se tomaron alicuotas del 10 % para determinar su actividad.

El curso de la reaccién fué estudiado hasta los 8 dias.

La figura 17 muestra la conversién de M en RH4°33 en metanol.
Ninguno de los otros dos alcoholes neutros fué capaz de transfar-
mar M en el tiempo estudiado en un compuesto de menor polaridad.
Roy y col ( 148 ) publicaron resultados acereca del comportamiento
de k8 OH DOC,estando ya muy avanzado el presente trabajo sobre

18 OH B;tales resultados concordarfan con los nuestros,pues hallan

una mayor reactividad de metanol que de etanol.

V.Transformaciones en medios acidificados,acuosos y alcohélicos

En base a los resultados obtenidos y teniendo en cuenta la natura-
leza protogénica del metanol per se asi{ como la posible influen-
cia de una catdlisis &cida en este tipo de reacciones se decidid
estudiar estas conversiones en medios acuosos y alcohélicos acidi-
ficados.Roy y col ( 148 ) encontraron también que este tipo de re-
acciones era acelerada por el agregado de trazas de &Jcido.

Por otra parte Levy y col ( 127 ) en sus estudios sobre 18 OH DOC
demostraron transformaciones a productos no polares en medios acul-
sos acidificados.

Estudios anteriores nuestros indicaban que a una concentracién de
ClH acuoso 10-'2 N aparecia también un compuesto con RH 4.33, que
designamos R;r4.33.aﬁn en ausencia de alcoholes y que el rendimien-

to de tal conversién era 8ptimo en esa concentracién de &cido.A con-
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. . * L.
centraciones menores la formaciédn de R, 4.33 disminufa y a concen-

traciones mayores también,pero en esteMcaso aparecfan otras formas
de menor polaridad.

Decidimos estudiar todas las transformaciones a esa concentracién
de 4cido como primera aproximaciédn al problema.

Para realizar estos estudios se procedid de la siguiente maneras
Se prepararon soluciones 10"2 N en ClH en agua,metanol,etanol y
butanol.

En cuanto al esteroide se partié de una preparacién de 18 OH 8-35
en forma M ( solucién acuosa ).De ésta se tomaron alicuotas de 100
ul ( 150.000 dpm ) que fueron colocadas en tubos de $ ml con tapa
esmerilada.

Se realizaron separadamente 4 series de ensayos para investigar 1las
transformaciones en los cuatro medios descriptos.Todas las determi-
naciones se hicieron por triplaécado.

E1l esteroide en los tubos fué llavado a sequedad en un desecador
al vacfo.

Al residuo seco se agregd 250 ul de la solucién correspondiente.
Los tubos fueron homogeinizados por agitacién y se procedié a sem-
brar una primera alicuota de 20 ul de cada uno a los 30 minutos.
Luego los tubos fueron puestos a 31°C para estudiar el curso de
reaccién tomé&ndose alicuotas de 20 ul al cabo de 1,2,4 y 8 dfas.
Los cromatogramas fueron desarrolladps en el sistema Bush 35 y exa-
minados mediante un radiocromatdgrafo.

La proporcién relativa de cada una de las formas obtenidas bajo
estas condiciones fué evaluada por integracién de las Areas‘bajo
cada pico del trazado del radiocromatédgrafo.

Las figuras 18,19,20 y 21 muestran los resultados obrenidos.

Como puede observarse los resultados obtenidos con tales medios
fueron muy diferentes a 1os encontrados sin adicién de ClH.~

Si bien el etanol y butanol neutros no fueron capaces,dentro del
intervalo de tiempo estudiado,de producir modificaciones detecta-
bles de la forma m&s polar M,en presencia de &cido se observa en
ambos casos la aparicién de 5 compuestos de diferente polaridad.

En cuanto al comportamiento en metanol también hubo modificaciones.
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Por estacionamiento en metanol neutro la forma m&s polar M da un
dnico compuesto caracterizado como RM 4.33 cuyo curso de reaccién
ya fué descripto.La adicién de 4cido a este alcohol produce también
la aparicién de 5 formas de diferente polaridad en el sistema cro-
matogrifico empleado.

Como se mencioné,el tratamiento con soluciones acuosas de ClH pro-
duce conversiones a formas de menor p@laridad.

Todas estas formas fuerom caracterizadas por su !M obteniéndose los
gsiguientes valores: Rul'84’RH4'33’RM5'26'RM6’34 y RM7.18.

El nfimero de formas menos polares obtenidas bajo estas condicionmes
experimentales es andlogo en los cuatro medios,si bien el compues-
to denominado RM l1.,84,uno de los mis abumdantes en los medios al-
cohblicos,nunca pudo detectarse en presencia de ClH acuoso.

Adem&s el compuesto RM 6.34 es mucho m&s abundante en los medios
alcohblicos acidificados que en ClH acuoso.

En las figuras 19,20 y 21 puede verse que'el curso de la reaccién
en todos los medios alcohb6licos acidificados es andlogo,aunque la
velocidad de desaparicién del compuesto R;*4.33 aumenta con la lon-
gitud de la cadena hidrocarbonada,dicho compuesto 6 compuestos de-
ben formarse muy répidamente.puesto que ya a los 30 minutes se lo

detecta en cantidades muy significativas.



VI.ESTUDIOS DE ESTRUCTURA POR ESPECTROMETRIA DE MASA

Salvo que se aclare 1lo0s esbeétros fueron realizados a 150 y 260°C
y 15 y 70 eV y se corrieron hastam / ea 750. |
Bisicamente se obtuvieron los mismos esquemas de fragmentacién ba-
jo las diferentes condiciones,salvo diferencias en las intensida-

des relativas.

Vi.a Estudios con 18 OH B

Espectro de masa del compuesto M

La forma m&s polar M da un ién molecular am / e=362. Am / e = 345
se observa un pico que puede atribuirse a la pérdida de un grupo
OH unido a C-11 6 m&s probablemente a C-20 de la estructura hemi-
cetdlica.

El pico a m/e = 315 puede atribuirse a la pérdida de un fragmento
neutro de 30 um,HCHO en C-21,a partir del ibén m/e =345,

Una nueva pérdida de CHOH en C-18 originaria el pico base a m/e=285,
b.alternafivamente.una pérdida de 18 um.HéO. del ién m/e=215 puede
originar el pico m/e=297;tal pérdida puede provenir del OH en C~20
4 en C-11,seglin la estructura del m/e=345 que 10 origina.

El pico base,perdiendo un fragmento m&s de HCHO en C-20 origimaria
el ién m/e=255.

El espectro de mésa del compuesto M,que es idéntico al de 18 OH B

standard,se muestra en la figura 22.

Espectro de masa del compuesto RM 4.33

La forma menos polar obtenida por estacionamiento en metanol pre-
senta un pico a m/e = 376, atribuible al ién molecular cuya estrum-
tura corresponde a un metoxiderivado en C-20.

La pérdida de 31 um darfa cuenta del pico a m/e= 345 que puede a~-
tribufirse o0 bien a la pérdida de un grupo CH
ambos a C=20.

2OH é un OCHa, unidos
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La pérdida ulterior de un fragmento neutro de HCHO previamente.
unido a €-20,30 um,producirizq:; pico base a m/e =315.Este a su
vez,por pérdida de una segunda molécula de HCHO proveniente de
€-18 produciria el importante pico a m/e = 285.

En la figura 23 se muestra el espectro del compuesto RM 4.33.

&
Espectro de masa del compuesto RM4.33

La forma menos polar obtenida por tratamiento en solucién acuasa
4cida ( c1H 1072
tribuible al ién molecular cuya estructura seria la de un produc-

N ) presenta un pico a m/e = 344 ( 362-18 um) a-

to de deshidratacién de la forma m&s polar M.

Tal pérdida de agua,con formacién de una unién éter,puede ocurrir
entre los grupos OH en €-11 y C-18 ( 136,258-260 ).
Alternativamente,la molécula de agua podria provénir del grupa OH
en C-20 y un H en C-21 de la estructura hemicetdlica,que por um
posterior reordenemiento daria un aldehido en €-21, '

La pérdida de 29 um,atribufbles a un fragmento CHO de estevaldehi-
do en C-21 podria producir el pico a m/e = 315 correspondiente a

un ién oxonioc.Este ién por pérdida de 18 um, H_O, podria producir

el pico a m/e; 297 6 bien por pérdida de 29 umzcorrespondientes a
un fragmento CHO de C-20,dar el pico a m/e = 286.Este,a sSu vez po-
drfa por pérdida de un &tomo de K dar origen al pico base a /e =
285 que corresponderia a un ién carbonio con una unién éter entye
C-11 y C-18.

Si la estructura de R: 4,33 fuese la de un éter entre C-11 y C-18
como se mencioné anteriormente,la pérdida de 31 um, correspondien-
tes a un grupo CH,OH en C-21 darfa cuenta del pico a m/e =313.Este
por pérdida de un fragmento neutro de CO daria el pico base a m/e =
285, cuya estructura seria exactamente igual a la ya propuesta,in-
dependientemente de su origen.

Este dltimo camino de fragmentacién evidenciarfa la presencia de
un compuesto carente de un sistema cerrado entre 0418 y C=20 em
R:4.33. lo que indicarfa que 332.33 es una mezcla que no puede se-

pararse con la metodologia empleada.
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Bl ién correspondiente a m/e = 285 por pérdida de una molécula

de HCHO de €-18, produciria el pico a m/e = 255, el cual a sSu vez
perdiendo un fragmento neutro de cetena del anillo A,correspondien-
te a 42 um, darfa el pico a m/e =213.

Alternativamente,la pérdida de agua,la um, también proveniente del
anillo A, darfia el pico a m/e = 237,

En la figura 24 se muestra el espectro de masa del compuesto i;4.33.

{



£ Elm
(<\.j; - 89 =
o
& -3
I o
2 o 3
O— (@)
\ I Z -
o
\D st o
X o)
o o F T ol
7 .
$) &
I &) o
Q=
=1 -‘I-g
© iy QUS|
|
@)
* 5
o HOHO - -
OHO-Ww© ™ -
™
HOCHO- W 2
0°H-OHO- W & =
OO-Q'{OH_Q.N ©0 |
, H-982 1 (OHDIZ - W D
03-HOHY = W OHOH -1l & !
O°H-g02 &
s F
w N
OHOH - 982 © o o
OHOH-582 & | LD
562 10
0%H-gez o i
00°0%H-g52 i
o/, BAI}R]d] PEPISUIU|
=
1 o
O o N
= 0

3

Pig.24: Espectro de masa de Ry 4.33.



V1.b Estudios con 18 OH Progesterona

Espectro de masa del compuesto I

La forma m&s polar de 18 OH prog ( compuesto I ) presenta un ién
molecular a m/e = 330.La sefial a m/e =313 puede atribuirse a la
pérdida de un grupo OH unido a C-20 en la estructura hemiacet&li-
ca.

E1l importante pico a m/e = 312 puede atribuirse a la pérddda de

18 um,H_O,entre C=20 y C-21,

2
ba presencia del pico a m/e = 270 podria explicarse a partdr del

ién a m/e = 330 por pérdida de 42 um,CH,.CO.Este resto puede prove-

nir de cetena del anillo A ( le Cz) o iien la misma pérdida pro-
veniente de C20.C21, dando asi origen a dos estructuras posibles
para el ién m/e = 270 ( £ig 25 }.

La presencia del ién a m/e = 255 puede atribuirse a la pérdida de
15 um, cnb,a partir del ién a m/e =270,probablemente en C-19 6 C~
21,

El ién a m/e =228 podria interpretarse como la pérdida de 42 wn,
CHZCO,provenientes de C-20y C-21 en la estructura del ién m/e=270.
Otra interpretacién posible para el ién m/e =228 podria ser su for-
macién a partir del ién m/e =313 por pérdida de 85 um correspomdien-
tes a CHQCO Yy CH2
Djerassi ( 261 ).
A partir del ién a m/e = 270 la pérdida de 43 um,CH

CHO respectivamente de acuerdo a lo propueste por

2CBO.daria. ori-

gen al ién a m/e = 227.Este a su vez por pérdida de 42 um,CH,CO,en

C-20 y C-21 darfa origen al pico a m/e = 185. :
La presencia del ién a m/e = 167 podria explicarse a partir del Mt
por pérdida de 163 um por ruptura entre C-9 y C-~1ll y C=-8 y 0=14 con
migracién de 3 H ( 261-264 ).

El pico base a m/e = 149 puede atribuirse a la pérdida de 121 um,
c&mgo, a partir de una de las estructuras postuladas del ién a m/e=
270,aquella que conserva el anillo A intacto (fig 2%).

La presencia del ién a m/e = 124 puede atribuirse a la pérdida de
206 um, cnﬂiwo2 con migracién de 2 H a partir del HY 261-26{).

El espectro del compuesto I se muestra en la figura 26.
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de iones a m/e = 270 a partir del compuesto I,
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Espectro de masa del compuesto II

La finica forma menos polar de 18 OH progesterona obtenida por eg-
tacionamiento en metanol, presenta un ién molecular a m/e = 344
correspondiente al metaxiderivado en C-20 de la estructura hemi-
acetdlica.

£l pico base a m/e = 313 puede atribuirse a la pérdida de 31 um
correspondientes a OCH3 6 CHQOH en C-20 &6 C-21 respectivamente.
La seflal a m/e = 312 puede racionalizarse como la misma pérdida
indicada anteriormente a partir del idén M+- 1,

La presencia del pico a m/e = 270 puede atribuirse a la pérdida

de 43 um, CH_.CO , 6 42 um, CH?CO » @ partir de los iones de m/e=

313 6 m/e = 312 respectivamente.

E1l i6n a m/ e = 270 formado por pérdida de 42 um a partir del ién
am/ e = 312 puede tener 2 estructuras posibles como se mencioné
para el compuesto I.

La figura 27 muestra el esquema de racionalizacién propuesto para
la formacién del ibén a m/e = 270 a partir del ién M a m/e = 344,
El i6n a m/e = 255 puede interpretarse como la pérdida de 15 um ,
CH3en €-19 a partir del ibén a m/e = 270.

La presencia del ién a m/e = 252 puede atribuirse a la pérdida de
18 um, Héoi. a partir del ién a m/e = 270.

La seflal a m/e = 228 puede interpretarse como la pérdida de 42 um,

CH_CO, cetena del anillo A, a partir de una de las estructuras po-

2
sibles del ién a m/e = 270 6 bien a la pérdida de 85 um, CH200 y
cusco. a partir del ién a m/e = 313 ( 261 ).
El ién a m/e = 185 puede atribuirse a la pérdida de 43 um.03H7. a

partir del ién a m/e = 228.

La presencia del ién a m/e = 149 puede atribuirse ,al igual que en
el compuesto I a la pérdida de 121 um, CaHgo » @ partir de una dF
las estructuras postuladas del ién a m/e = 270,1a que conservarfa
intacto el anillo A ( fig.27 ).

La interpretacién del ién a m/e = 124 puede interpretarse de mane-
ra andloga a la descripta para el compuesto I con pérdida en este

caso de 16§ um, CI4H20V2°

La figura 28 muestra el espectro del compuesto I1I.
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iones a m/e = 270 a partir del compuesto II.
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Bspectro de masa del compuesto I11

El compuesto III,una de las formas menos polares de 18 OH Prages-
terona obtenidas por tratamiento con &cido,presenta un ién mole-
cular a m/e = 312 que corresponderia a un producto de deshidmata-
cién de 18 OH progesterona entre C-20 y C-21.

El pico a m/e = 313 corresponderfa al ién molecular protonadc;en
ciertos casos éste es mds estable que el propio M' como lo sefialan
ciertos autores ( 253 ).

La presencia del ién a m/e = 270 podrfa imterpretarse como para
los dos compuestos descriptos anteriormente,por pérdida de 42 um,
CH,CO,dando origen a 2 estructuras posibles para este ién (fig 29).
Las seflales correspondientes a los otros iones de distinta m/ e
pueden racionalizarse de manera aniloga a la descripta para los
compuestos 1 vy 11.

El pico base a m/e = 149 puede atribuirse a la pérdida de 121 um,
CoHaO ya partir de una sola de las estructuras probables del ién
am/ e = 270,1a que mantiene el anillo A intacto (fig 29 ).

La figura 31 muestra el espectro del compuesto III.

Espectro de masa del compuesto IV

E1l compuesto IV presenta un ién molecular a ne = 312 que puede
atribuirse a un producto de deshidratacién de 18 OH Progesterona

en C-17 y C-20,con mayor movilidad cromatogr&fica que la del com-
puesto 111 anteriormente descripto.

La presencia del i6n.a m/e = 313 podria interpretarse de manera
aniloga a la mencionada para el compuesto III.

La sefial a m/e = 270 puede atribuirse a la pérdida de 42 um,CH,CO

a partir del ién a m/e = 312,

Si la estructura para el ién a m/e = 312 fuera la propuesta la pér-

dida de 42 um, CH_CO, sblo podria provenir de cetena del anillo A

2
dando origen asf a una sola estructura posible del ién a m/e = 270

a diferencia de lo observado en los otros 3 compuestos.,
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El pico base a m/e = 124 asi como los otros de mayor m/e pueden
racionalizarse de manera aniloga a 1o hecho anteriormente.

La ausencia de seflal a m/e = 149 podria atribuirse al hecho de

que la finica estructura propuesta para el ién a m/e= 270 no po~
dria explicar un esquema de fragmentacién que condujera a la for-
macién del ién a m/e = 149 ( fig 30 ).

Por otra parte segin la racionalizacién propuesta la presencia del
ién a m/e = 228 sdlo podria explicaese en este caso por la pérdi-
da de 85 um, CH2
del ién a m/e = 270 por pérdida de 42 um ( fig 30 ).

Coy 63H7, ( 261) a partir del M's 1 y no a partir
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VI.c Estudios con 18 OH Desoxicorticosterona

Estos espectros fueron realizados en un espectrémetro de masa
Varian-Mat CH 7 A, acoplado a una computadora (Varian Data Machi-
nes ), utilizando como en los anteriores insercibn directa de la
muestra.

Los espectros se realizaron a 20y 70 eV y 150 y 260 8C respecti-

vamente.

kLspectro de masa del compuesto X

La forma mAs polar de 18 OH DOC { Compuesto X ) presenta un idén
molecular a m/e= 346 que sb6lo pudo detectarse a 20 eV y 260 °C,
El i6n a m/e = 329 puede atribuirse a la pérdida de 17 um (OH)

en C-20.

La sefial a m/e = 328 puede interpretarse como la pérdida de 18 um
( H,0 ) entre C 20-21, _
1 ién a m/e = 316 corresponderia a la pérdida de 30 um ( HCHO )
a partir del C-21.

£l pico base a m/e = 315 puede interpretarse como la pérdida de
31 um ( cnzou ) a partir del C-21

La sefial a m/e = 299 puede atribuirse a la pérdida de 17 umn ( OH)
adicionales a partir del ibén a m/e = 316.

La presencia del ibn a m/e = 281 podria interpretarse como la pér-
dida de 18 um ( H,0 ) a partir del ibén a m/e = 299.

E1l i6n a m/e = 269 corresponderia a l1la pérdida de 77 um ( 2 HCHO,
OH ) a partir del ibén molecular.

La figura 33 muestra el espectro de masa obtenido para el compu-

esto Xe
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Espectro de masa del compuesto Y

El compuesto Y de 18 OH DOC obtenido por estacionamiento en meta-
nol no presenta bajo las condiciones emsayadas sefial correspondi-
ente al ibén molecular. '

La sefial a m/e = 359 podria interpretarse como M- 1 ( H).

El i6n a m/e = 330 podria atribuirse a la péwdida de 30 um (HCHO)
en C-21,

La importante sefial a m/e = 329 corresponderia a la pérdida de 31
um, atribuibles a OCH, en C-20 6 bien a CH,0H en C-21.

El i6n a m/e = 312 podria interpretarse como la pérdida de 17 um
( OH ) adicionales a partir del ién a m/e = 329,

El pico base a m/e = 299 podria atribuirse a la pérdida de 30 um
( HCHO ) a partir del ién a m/e = 329. '

La figura 34 muestra el espectro de masa del compuesto Y.

Espectro de masa del compuesto Z

Si bien para este compuesto no se obtuvieron resultados muy repro-
ducibles bajo las diferentes condiciones de trabajo, a 70 ev y 150
° C se observé siempre la presencia de unm pico a m/e = 328 atribui-
ble a Mt aue podria interpretarse coma correspondiente a un produc-
to de deshidratacién ( 346 - 18 = 328 ) de 18 OH DUC.Dicha pérdida
podria ocurrir entre C-20 y C-21.

En las mismas condiciones es dable observar la sefial a m/e = 300
que corresponderia al pico base a 20 eV y 260 °C y puede interpre-
tarse como la pérdida de un fragmento muy estable de 28 um ( CO )
provenientes de C-21.

El i6bn a m/e = 299 corresponderia a M+- 29 um ( CHO) proveniente

de C-21.

A m/e = 270 se observa otra seflal probablemente debida a la pérdi-
da de 29 wm adicionales ( CHO) en C-20, a partir del ién a m/e =
299.

Bajo las otras condiciones de trabajo 20 eV y 150°C y 260 °C asi
como a 70 eV y 260 °C respectivamente no se obtiene demasiada re-

producibilidad.
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VII.ESTUDIOS DE ESTRUCTURA MEDIANTE DOBLE MARCACION ISOTOPICA

Con el objeto de confirmar la estructura propuesta de la 18 OH B,

( formas M y R, 4.33 } se hicieron diferentes ensayos:
a) Incorporacién de 14CH30H a 18 OH B-3R-M.

b) Reversibn de RM 4.33 ( 3 + ¥4 ) en M en H_O radioinerte.

2

¢) Incorporacidén de 3H O a 18 OH B ( RH 4.33-140 ).

2

d) Reversién de M (3l +14c ) a RH 4.33 en CH,_OH radioinerte.

3

14 3

a)Incorporacién de ~ CH.OH a 18 OH B “H-M
-~

14
CH4CH

3 b R 4.33
7

Sé sabfa que la forma mds polar de 18 OH B, M, se convierte en

la menos polar, RM4.33. por estacionamiento en metanol.

Para comprobar,si como lo indicaban los espectros de masa,eh la
estructura de RM4'33 habfan entrado fragmentos de la molécula del

solvente, se decidié medir la posible incorporacién deI4CH OH en

la forma m&s polar de 18 OH B = 33;. M. 3
Para ello primero fué necesario biosintetizar y purificar la 18 -

OH B -3Hw M,a partir de 1-23H-B:como se describid en materiales

y métodos.

Sobre una alicuota conveniente de 18 OH B -3H ( en todos los casos

aproximadamente 40.000 dpm ) de actividad especifica conocida (60

Ci / mMol ) se agregd 18 OH B radioinerte ( aproximadamente 500 ug)

de manera de obtener una actividad especifica comparable a la del
14CH30H. que era 4.3 uCi / mMol,

La solucién metanbélica que contenfia el esteroide asi preparado se

evapord hasta sequedad bajo una corriente de N_.Al sélido se le

2

agregé un pequeilo  volumen de H_O destilada y se 1o dejé 7 dfas a

2
31°C para su total transformacién en M.Al cabo de ese tiempo sobre

una alicuota se verificéd la identidad del compuesto por cromatogrékv



fia en el sistema Bush B_,comprabdndose la presencia de la forma

5
M Gnicamente.El resto del material se llevdé a sequedad bajo N2.
Luego se disolvid en un pequefio volumen ( 250 ul ) de14CH OH de

3
la actividad especifica indicada.

Los tubos con la solucién se cerraron a la llama y se dejaron a
31°C por espacio de 10-15 dfas para obtener una transformacién a-
preciable en la forma menos polar, RM 4,33,

Luego se procedié a analizar 1os productos de la reaccién en el
sistema Bush 85.

La deteccién mediante luz UV y radiocromatografia mostréd coinciden-
cia de los dos picos de radiactividad con las dos zonas con masa
apreciable de esteroide.

Ambas zonas fueron eluidas por separado con CH30H radioinerte.Las
soluciones se nhomogeinizaron y se tomaron alicuotas para hacer 1las
determinaciones cuantitativas.Las alfcuotas se colocaron en viales

de vidrio y evaporaron a sequedad bajo N_.Se agregd luego 10 ml de

la solucién centelladora y se procedid aala determinacién de la pe-
lacién °H /140.
En los primeros ensayos dicha relaciédn fué calculada por el méto-
do de la relacién de canales.Al disponerse de un contador de cen-
telleo 1fquido equipado con standard externo,se hicieron determi-
naciones empleando este iltimo método.
En ambos casos se tuvo en cuenta el grado de * quenching ".
De esta manera se demostré la presencia inequivoca del4c en la zo-
na menos polar,correspondiente al compuesto caracterizado como RM
4.33,0btenido bajo las condiciones descriptas.
En ningdn caso se detecté 140 en el compuesto m&s polar M remanen-
te.,

14

b) Estudio de la reversién de 3H- C -R M4.33 a M en H20 radiginerte

Por ensayos previos nuestros se sabjia también que la forma RH4'°3

se convertia en M por contacto con agua destilada.



Se decidib entonces investigar los posibles cambios de 1a relacién

3H £ 140 cuando se producfa esta interconversién.

14

Para ello se evaporé la solucién en metanol de (3H+ c )—RM4.33 ba-

Jo N2-

Luego se agregd un pequefio volumen de H_O destilada ( 250 ul ),se

homogeneizd y se dejé a 31 °C durante 123emana para obtener la trans-
formacién en M.

La metodelogfa a seguir fué similar a la descripta anteriormente.

En este caso s6lo se observd una mancha inica por absorcién al U¢

y un sélo pico de radiactividad,coincidente con la mancha.

Dicha zona se eluyd con metanol y sobre una alfcuota se procedid a
determinar la relacién 3H/14C.Esta diéo¢, ya que no pudo detectar-

se la presencia de14c en el compuesto.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos.

14

¢) Incorporaciédn de 3H O en C-RM 4.33

2
Para analizar la naturaleza del compuesto obtenido por reversién

de Ry 4.33 en agua se realizé el siguiente ensayo:

3H o
14 2

C-Ry 4.33 M

>
I 4

Para ello fwé necesario biosintetizar previamente la 18 OH B~14C
( A.R. 57.3 mCi/mMol ) a partir de 4- lé—B y proceder a su aisla-
miento como se describié anteriormente.

14c--18 OH B ( 100.000 =-200.000)

Se tomé una alicuota conveniente de 4-
dpm ),forma M y se diluyé con 18 OH B radioinerte ( 30-50 ug) para
obtener una actividad especifica comparable a la del 3H20 ( 200 mcy/
ml ).

Luego se agregd metanol radioinerte a los tubos que contenfan el
esterpide para su transformacién en la forma menos polar.RM4.33
operidndose de la manera habntual.

Al cabo de 10-15 dfias se analizé en el sistema Bush Bsobservandose
dos zonas que absorvian al UV,coincidentes con los picos de radiac-

tividad.
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LLa zona correspondiente a RM 4.33 se cortd y el trozo de papel se
colocd en un vial,al que se agredgéd un pequefio volumen de 3320.
Se procedibé como se describié en b) obteniéndose una dnica mancha

y uh nico pico de radiactividad coincidentes.

La zona fué eluida con metanol y sobre una alicuota se procedid

a determinar la relacién 3H/14C observdndose la presencia de 3H

en el compuesto M as{ formado.

14

d) Reversién de (3H'+ C )-M aR - 4.33 en CH OH radioinerte

M 3

cuson

14 yu 5 Ry 4.33

(3H +

Con el objeto de analizar el destino del 3& cuando M se intercon-

vierte en Ru 4.33 poe estacionamiento en metanol tradioinerte se
procedid de la siguiente manera.

El resto de la solucién metanbélica proveniente del ensayo anterior
c) se dejé bajo las condiciones ya descriptas para su conversién
en RM 4.33.

Luego se analizaron los productos de la reaccién con la metodolo-
gia ya mencionada.

La determinacién de la relacién 3H/MC eh el compuesto RH 4,33 ast
obtenido indicé la ausencia de3 H al regenerarse este compuesta

14

por estacionamiento de (3H +7'C )=M en metanol.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1I1l.
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VIII. ENSAYO DE LA CAPACIDAD PRECURSORA DE R: 4.33

Aunque la aldosterona es el principal esteroide de la corteza adre~
nal relacionado con la regulaciédn del metabolismo de electrolitos,
su camino de bioséntesis a#in no ha sido elucidado.

F.s conaciado el hecho de que se obtengan buemos rendimientos de al=-
dosterona cuando se utiliza como precursor corticosteroma ( 126,
149-153 ).

Parecerfa muy probable, y por otra parte ha sido sugerido por va=-
rios grupos de investigadpres ( 154-156 ),que el grupo CHSen C-18
de la B sea convertido en el aldehido en C-18 de la aldosterona a
través del grupo alcohol en C-18 de la 18 OH B.

$in embargo todos los intentos de utilizar 18 OH B como precursor
biosintético de aldosterona han arrojado un pobrisimo rendimiento
si se 1o compara con el que se obtiene partiendo de B,excepto en
el caso de Raman y col ( 155 ) quienes obtienen resultados compa-
rables,

Por otra parte Damasco y Lantos ( 145 ) informaron que una forma
menos polar de 18 OH B,la Gnica descripta hasta ese momento tenia
mayor capacidad como precursor de la aldosterona,que la forma més
polar M,

En el presente estudio demostramos la existencia de numerosas for-
mas menos polares de 18 OH B,determinindose la estructura m4s pro-
bable de algunas de ellas.

Entre las formas estudiadas ,s610 aquella obtenida por tratamien-

x

to con soluciones acuosas &cidas RM

4.33 presenté alguna capacidad
precursora de aldosterona.

Como se vib,nediante los estudios por espectrometrf{a de masa,se
hallé que la probable estructura de uno de los componentes de §;4.33
serfa la de un producto dé deshidratacién entre los C-11 y C-18.

La estructura 11/3-18 éter propuesta estd mug relacionada con la
forma de aldosterona que probablemente predomina en soluciones a-
cuosas,especialmente a la temperatura de 1los animales homeotermos

( 143 ),

En ensayos previos habfamos observado que cuando se incubaba B &

18 04 B ( formas M 6 Ry 4.33 /aln en ausencia de tejido se formaba
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un compuesto cuya movilidad en el sistema Bush Bscoincidia con el
de la aldosterona.Sin embargo cuando se traté de caracterlgar ese
compuesto no pudo obtenerse una constahcia en la relacién H/

de sus derivados.

En base a estos resultados decidimos incluir en los ensayos blan-
cos denominados " quimicos " y * biolégicos " y las experiencias

se llevaron a cabo como sigues

VIII a.Preparaciédn de los sustratos

la 1=2 SH=B fué purificada como se describié en materiales y méte-
dos.

La 1-2 3H-18 OH B se obtuvo por biosintesis,tal como se describié
anteriormente.Luego se tomaron 14x106dpm de la forma m&s polar de
18 OH B,correspondientes a aproximadamente 1.6 nmoles,se 1llev§ a
sequedad bajo corriente de N,y se agregaron 500 ul de C1H 10-2N

en agua.

La preparacién homogeneizada se dejé a temperatura ambiente duran-
te 30 minutos y se evaporé bajo Nzhasta aproximadamente 50 ul.

E1l compuesto R;:4.33 se aislé en la forma habitual,salvo el solven-

te de elucién,sustituyendo el CH_OH por C& CH2.Se llevé a volumen

y determipé sobre una alicuota dzl 1 ¥ la actividad mediante un
contador de centelleo 1liquido.

Las incubaciones se realizaron en vasos de precipitado de 10 ml,a
los cuales se agregd el precursor correspondiente ( 14x106dpm.) en
todos los casos,llevédndolo a sequedad bajo Napara eliminar los sol-

ventes orgénicos.

VIII b.Preparacién del tejido

Se utilizaron cuartos de suprarrenales de ratas,preparadas como se

detall$ en materiales y métodos.

VIII c.Ensayos

cl.Controles quimicos: se realizaron de modo idéntico a los incuba-

dos pero en ausencia de tejido.
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c,.Controles biol8gicos: estos controles sblo difirieron de 1los

<

incubados en cue los cuartos de suprarrenales fueron previamente

calentados a 100 °C durante 15 minutose.

c..Incubados: a 1los Basos que ya contenfian el precursor seco,se
J

les afiadié 1.84 ml de buffer Krebs-Ringer+Bicarbonato-8lucosa pre-

parado inmediatamente antes de usar.Luego se agétaron en un baifio
metab8lico tipo Dubnoff a 37°C durante 5 minutos,bajo atmésfera

de carbdgeno,para disolver el precursor.

A continuacibén se agregd a cada recipiente 85.04+9.3 mg del *"pool*
de suprarrenales y se procedié a incubar en las condiciones descrip-
tas en materiales y métodos durante 90 minutos.

Las extracciones se realizaron con Clch2en la forma habitual.

A cada extracto se agregé 50 ug de aldosterona radioinerte y 7600
dpm de 4-140 aldosterona.Luego se evaporé bajo Nzhasta un pequeiio
volumen adecuado para sembrar las cromatograffas,que se realizaron
en el sistema Bush 35 ( 231 ). '

La zona radiactiva correspondiente a aldosterona ( Rf0.30 ) se efim-
yé y sobre una alfcuota del 5 % se determiné la relacién 3H/ 16.

k1 95 % remanente fué acetilado y los acetatos se analizaron segin
la técnica de Kliman y Peterson ( 232 ).

Los acetatos fueron eluidos y se tomaron alfcuotas del 10 % para
determinar la relacién 3H/14C.

1 resto del material,con movilidad caracteristica del diacetato

de aldosterona,se oxid$ con Cr203( 232 ) para obtener la lactona
correspondiente y se cromatografié en el sistema Cy-Bz como se de-
talléd en materiales y métodos.

La zona radiactiva correspondiente a la lactona se eluyé en la for-
ma habitual y sobre alicuotas del 10 % se determind la relacién
3H/l4c.

La figura 35 muestra los resultados obtenidos.

Como puede observarse tales resultados indicarfan una produccién
espontdnea de aldosterona a partir de ambos precursores,incluso

en presencia o ausencia de extracto hervido.
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Puede apreciarse que en 5 de las 6 columnas 1la relacién3H/14C dis-
minuye menos de un 5 % durante el {dltimo paso de purificacién.Ade-
m&s en los incubados tal disminuciédn mo sobrepasa un 7 %.

En presencia de tejido,se obtiene un rendimiento 2 veces mayor cuane
do se utiliza como precursor B,respecto del obtenido a partir de
RM*4.33.

Por el contrario,en todos los controles ya sea en presencia o au-
sencia de tejido hervido R:4.33 demostré ser un mejor precursor
esponténeo.

#n los controles biolégicos, R::4.33 fué 10 veces mis eficiente

que B, mientras que en 10s controles quimicos lo fué el doble.
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DISCUSION

En el presente trabajo se biosintetizaron y purificaron €-21 este-
roides 18 hidroxilados radiactivos, se estudiaron sus propiedades
auimicas y biocuimicas y se elucidaron las estructuras de algunos

deé los compuestos derivados de los mismos que se forman "esponté-
neamente" en medios orgdnicos ( alcoholes ) y acuosos acidificados.
También de describe por primera vez la existencia de nuevos deriva-
dos formados en los medios descriptos y se estudian algunas reaccio-
nes que convierten 1los esteroides 18 hidroxkilados originales en ta-
les derivados as{ como las reacciones inversas que regeneran los es-
teroides iniciales a partir de esos derivados.

Puesto que el estado de oxidacién de C-18 en la 18 OH B es interme-
dio entre el CHgde igual posicién en B y el aldehifdo correspondien=-
te en aldosterona y teniendo en cuenta que el mejor pPrecursor ¢ono=-
cido de aldosterona es corticosterona, numerosos autores (126,149-
193 ) han sugerido la posibilidad de que la 18 OH B sea el interme-
diario obligado de biosintesis.

Sin embargo, todo estudio comparativo acerca de las capacidades pre=~
cursoras de By 18 OH B revela que ésta ltima es entre 1.5 y 80 ve-
ces menos efectiva que la primera ( 155,156 ).

Fste hecho ha sido atribufdo por varios grupos de investigadores (155
1%6,159-160 ) dada la existencia de diferentes formas interconverti-
bles, a la supuesta cépacidad precursora de biosintesis del minera-
locoticoide de alguna de estas llamadas "formas" y no del esteroide
original.

Damaseco y Lantos ( 145 ) informaron que la forma menos polar de 18
OH B obtenida por estacionamiento en metanol resulté ser mejor pre=-
cursor que la m&s polar.

Todo esto justifica el estudio de los derivados o formas de 18 OH B.
Si bien habfan sido descriptas dos "formas" de 18 OH B (145 ), an&-
logamente a 10 hallado por Dominguez ( 142 ) para 18 OH DOE, BO se
tenfan datos suficientes - provenientes de estudios sistemdticos =
acerca de las propiedades quimicas, capacidad precursora relativa a

B y estructura de tales "formas".
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En este trabjo se comenzé por la bisqueda de condiciones que ase-
guraran la estabilidad de las formas aisladas.

Se hallbé que la forma M permanecfa como tal en estado sélido ( re-
siduo seco ) tal como fué descripto anteriormente ( 145 J y también
en medios acuosos neutros.

Por el contrario, el derivado RM 4,33, proveniente de solucién me-
tanbélica sélo se mantiene estable en ausencia absoluta de agua (bajo
vacio y sobre Na metdlico ).El residuo proveniente de la evapora -
cién de sus soluciones metanblicas con el tiempo se descompone (si
no se toman estas precauciones) produciendo M, 10 que muy posible=-
mente se deba a la accién de la humedad atmosférica.

Para estimar la velocidad con la que estos procesos ocurren y ade-
mis saber el tiempo necesario para obtener mediante ellos los deri-
vados en cuestibén, se estudib el curso de la reacciédn de transfor-
macién de M en RH 4.33 8n metanol hasta 8 dfas, halldndose una rec-
ta que alcanza al 40 % de R, 4.33 en dicho lapse.

Sin embargo es seguro que a tiempos mayores la gr&fica se aparta de
la linealidad, como es de esperar, puesto que observaciones aisladas
a tiempos mucho mayores (20-30 dfas ) indican porcentajes de R, 4.33
mucho menores aue 1los que resultarfan de extrapolar dicha recta.
Por el contrario, el estudio de la transformacién de RM 4,33 a M en
agua, revela que esta reaccién es mucho m&s rdpida.La hipérbola cO-
rrespondiente se ve en la figura 16.

Es llamativo que el compuesto O compuestos con igual movilidad cro-

matogrdfica que Ry 4.33 en Bush B_, pero proveniente de tratamien-

to de 18 OH B (M) con soluciones zcuosas acidificadas (C1H 10-2N)
tiene propiedades quimicas diferentesde RM 4.33.

lste material, que denominamos R:'4.33. que se forma muy r4pidamen-
te, no habiendo sido posible determinar por ello el curso de su reac-
cién de formacién.Adem&s no sufre modificacién alguna por ulterior
tratamiento con agua y los estudios por espectrometria de masa in-
dican una estructura diferente, a saber productos de deshidratacién
entre C-11 y C-18 dando el éter correspondiente ( 136,258=260 )}, 6
entre C-20 y C-21 el cual por un posterior reordenamiento darfa el

aldehido en C-21, 6 m&s probablemente una mezcla de ambos.




r.n soluciones acuosas de C1lH 10-2N se observa ademis de R:'4.33 la
presencia de un compuesto 6§ compuestos con movilidad cromatogrdfica
idéntica a la de M, en cantidad relativamente pequefia (=10 % ).
También se observan cantidades variables, que no superan en general
el 20 %, de al menos otros 3 compuestos ( RM7.18.6.34,5.26 ) en ese
medio.Ninguna de estas sustancias parece variar su concentracién en
el lapso estudiado ( figura 18 ).

lsn medios alcohélicos acidificados se observan no menos de 6 compues-
tos con R, : 1.00, 1.84, 4.33, 5.26, 6.34, y 7.18. E1 compuesto &

M

compuestos con R, 1.84 sélo se detecta en estos medios y no en ClH

10-2 N acuoso ( ?iguras 19,20 y 21 ).

Los compuestos con Ry 4.33, que denominamos genéricamente R;*h.33

se forman muy rédpidamente constituyendo ya a 1los 30 minutos un 40~
4% % del total.A diferencia de 1o observado en medios acuosos, sSu
proporcién relativa disminuye con el tiempo, tanto mis r&pidamente
cuanto mayor sea la longitud de la cadena hidrocarbonada del alco-
hol ( figuras 19,20 y 21 ).

Con los datos obtenidos no es f4&cil interpretar la relacifn existen-
te entre estos compuestos, especialmente por no disponerse de infor-
macién acerca de la estructura e identidad de los mismos.

Los estudios de espectrometrfa de masa indicaron que la estructura
de RM 4,33 era la de un metoxiderivado en C=-20,

msta estructura fué confirmada con ensayos de doble marcacién isoté-

. . . 1
pica, los cuales mostraron incorporacibén de 4CH OH en 3H-M produ-

3
ciendo 3H-14C--RM 4.33, la cual perd{a todo el 140 al regenerar M
por reaccién con H,_O radioinerte.
2 14 3 3 14
Adem4s, al reaccionar C-RM 4.33 con Hzo’ se produce H~ C-M ,
el cual pierde todo el 3H al convertirse en RM 4.33 por reaccién

CH30H radioinerte ( tabla I1I ).

Ya avanzado este trabajo, Roy y col (148 ) demostraron mediante es-
pectrometria de masa e infrarrojo, la producciédn de un metoxi y etoxi-
derivado en C-20, del 2l-acetato de 18 OH DOC, por reaccién con

CH,OH y CH

3 S
Los estudios por espectrometrfia de masa llevados a cabo por estas

OH respectivamente.

investigadores fueron realizados tanto por ionizacién quimica como



- 118

por impacto electrénico; para ésta dltima técnica no aclaran las
condiciones experimentales utilizadas y mencionan s610 que no pu-
dieron detectar el ién molecular.
En nuestro trabajo, los espectros de masa de los compuestos obte-
nidos por tratamiento con CHBOH de 18 OH Progesterona ( Compuesto
IT7 ) y 18 OH DOC ( Compuesto Y } indican también la existencia de
metoxiderivados en C-20 para ambos esteroides 18 hidroxilados (ver
figuras 28 y 34 ).
Por otra parte 1los estudios correspondientes a 10s compuestos obte-
nidos por tratamiento con ClH 10-2N=de 18 OH B sugieren que se tra-
taria de productos de deshidratacibén entre C-11 y C-18 8 bien entre
C-20 y C-21 ( ver figura 24 ).
FFs sabido que los 1113, 18 dioles son sumamente sensibles al trata-
miento con solucione; acuosas acidas, transformadndose en los 1&6-18
&teres correspondientes ( 136,258-260 }.
También en el caso de la aldosterona se ha propuesto la estructura
11(3-18 éter como la forma tautomérica de este compuesto que se su-
pone predominaria en soliuciones acuosas, especialmente a la tempe-
ratura de 1los animales homeotermos ( 143 ).Los otros dos tautédmeros
serfan la llamada forma abierta y la doblemente ciclada ( C-11,C-18)
y ( c-18,c-20 ).
En cuanto a 18 OH Progesterona, el tratamiento con saluciones acuo-
sas de Clﬂllo-? N didé origen a dos compuestos: Compuesto IIY y Com-
puesto 1V cuyas estructuras corresponderfian a productos de deshidra-
tacién del esteroide madre entre C-20 y C-21 para el primero y en-
tre C-17 y C-20 para el segundo ( ver figuras 31 y 32 ).
Ambos derivados de 18 OH Progesterona, a pesar de su analogia se se-
paran, no por polaridad sino por diferencia de adsorcién en placa
delgada.
La @nica técnica disponible para los derivados correspondientes de
18 OH B, na@ permite separar los productos de deshidratacibdn en este
casO por tratarse de una cromatografia de particién ( sistema Bush
Bs).
Una situacién andloga podria presentarse eventualmente en el caso

de los derivados obtenidos en medio &cido a partir de 18 OH DOC por-—
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que la técnica analitica, cromatografia en el sistema TPG, se ba-
sa también en la particién.No obstante,en este caso no puede exis-
tir la estructura 11{5-&8 éter, porque el compuesto original no po-
see OH en C-11. Quedaria entonces como m&s probable la exitencia

de un producto de deshidratacién entre C-20 y C-21,

La deshidratacién entre C-20 y C-17, parece bastante improbable,
tanto por analogfa con lo observado con el derivado andlogo de 18
OH B como por 10 sugerido por 1los picos observados en su propio es-
pectro,.

La estructura propuesta para R, 4.33 de 18 OH B en base a los es-

M
tudios por espectrometria de masa de este compuesto y del M corres-

pondiente fué confirmada por medio de la técnica de doble marcaciédn.
14 3

CH30H a "H-M 18 OH B en una re-

lacifbn molar de 0.8%5 como se muestra en la tabla II.

Se comprobd la incorporacidn de

Este valor, algo inferior a 1, puede atribuirse a descomposiciédn
3, 14

parcial de “H-"'C Ry 4.33 con pérdida deléHSOH por efecto de la
humedad ambiente en las manipulaciones indispensables para la de-
terminacién 6 bien a la precencia eventual de otras sustancias en
menores cantidades en la preparaciédn que sin embargo no fueron se-
parables por cromatografia en el sistema Bush 35 ni diferenciables
por las técnicas de espectrometria de masa empleadas.Esta Gltima
posibilidad, la existencia de uha mezcla, pareceria mucho menos
probable que la primera, dada la ya mencionada labilidad del cod-
puesto frente a trazas de numedad.

La reversiébn de este compuesto en agua radioinerte produce M exen-

to totaluiente de 140 como se observa en la tabla II.

Por otra parte se demostrd la reaccidn de 3H20 con 14C-RM 4.33,C0-

mo se muestra en ia tabla II, obteniéndose una relaciédn molar co-

rrespondiente a 0.92 moles de 3H 0 por mol de esteroide.

2
La estructura de metoxiderivado en C-20 atribuida a R.. 4.33 debe-

ria tebricamente dar una relacié4n molar igual a 1, coﬂrespondien—
te a la hidr6lisds de una uniédn hemiacetdlica.Si la estructura fue-
se la de un producto de condensacibébn de 2 moléculas de esteroide
segin ha sido propuesto por varios autores ( 127 ) ese valor debie-

ra ser el doble por involucrar la ruptura de dos uniones.
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£l valor cercano a la unidad tal como hemos observado experimental-
mente, no puede por si solo diferenciar entre una ruptura de la u-
nién hemiacet&lica en C-20 correspondiente al metoxiderivado y la
eventual ruptura hidrolitica de un producto de condensacibédn fife-
rente a la propuesta ( 127 ) que implicara una sola @nién.Sin em-
bargo los resultados obtenidos en los estudios realizados por es-

1 .
pectrometria de masa y en los ensayos con 6H OH demuestran la exis-

3
tencia de un metoxiderivado.

Corresponde sehalar que en los estudios por espectrometrfa de ma-
sa de todos los compuestos analizados se sugiere en forma tentati-
va las diferentes estructuras asi como la asignacién propuesta pa-
ra 1os iones de diferente m/e, teniendo en cuenta que deberfa ha-
berse trabajado con compuestos marcados para poder caracterizar
los iones de m/e indicados en los espectros, pudiendo de esta ma-
nera asegurar el esquema de fragmentacién o la racionalizacién
indicada para cada compuesto,

En cuanto.a la capacidad precursora de aldosterona se observé al
incubar B y R; 4,33 , la formacién incluso abibtica de un material
radioactivo con propiedades andlogas a las de la d (+) aldosterona.
Dicho material migra en el sistema Bush 35 con la misma movilidad.
aue éata.Su derivado acetilado 1o hace como el diacetato de d (+)
aldosterona en un segundo sistema cromatogr&fico y el producto de
oxidacibn de éste se comporta como la lactona del 2l-monoacetato
de aldosterona en un tercer sistema.

lLa constancia en la relacidn 3H /140 obtenida en los dos Gltimos

( ver figura 3% ) y las coincidencias antes mencionadas sugeriria
cue el producto de conversién espontdnea seria andlogo a alguno de
los tres tautbdmeros de la aldosterona o a una mezcla de éstos.

ks muy improbable que la 17 isoaldosterona o sus tautédmeros estu-
vieran presentes en la mezcla ya que el material del cual se par-
ti6é en ambos casos posefa la cadena lateral en ﬁ»y no enwx,

Por otra parte se logrd separar 17 isoaldosterona de aldosterona
en el sistema Bush Bs.siendo la primera ligeramente m&s polar.

La elucidacién definitiva .iediante métodos fisicos de la estructu-

ra del producto obtenido como sugieren Brooks y col (266) requeri-
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ria disponer de una masa del compuesto del orden del miligramo.
Adem4s seria necesario determinar su actividad, acciédn mineralocor-
ticoide, mediante ensayos biolbgicos.

como puede verse en la figura 35 tanto B como R;'4.33 producen el
compuesto descripto.Como era de esperar, B fué buen sustrato,aun-
que también se transformé en forma espontdnea en el compuesto an-
tes mencionado, siendo esta Gltima reaccidn cuntitativamente menos
importante que la enzim4tica.

Por otra parte el agregado de extracto nervido al medio de incuba-
cién anula la conversibén esponténea.Fs probable que en los llama-
dos controles biolégicos esté presente up factor termoestable que
inhiba su oxidacién quimica a aldosterona.

No ha sido posible alin determinar si ese faetor existe también en
las preparaciones biolégicas.

La eficiencia de R; 4,33 como precursor en los controles y en los
incubados fué similar.Esto pareceria indicar que R;F4.33 se tra?s-
forma sblo esponténeaiiente en aldosterona.Para tal conversién Ry4.33
fué m4s eficiente que B y el agregado de extracto hervido no afec-
té en este caso la transfqrmacién.

Damasco y Lantos ( 145 ) encontraron que una de las formas menos
polares de 18 OH B era un buen precursor biolégico de aldosterona.
La forma de 18 OH B, R; 4.33 utilizada en nuestros ensayos posee

la misma movilidad cromatogridfica que la empleada por estos auto-
res, pero su estructura molecular es distinta, como ya ha sido des-
cripto en este trabajo.

De cualquier modo los resultados obtenidos ponen en evidencia la
importancia de las " formas menos polares " de 1la 18 OH B como po-
sibles precursores del principal mineralocorticoide conocido.

La aldosterona es una hormona vital que ejerce su accién afin a muy
bajos niveles y la 18 oxigenacién es una propiedad de las adrena-
les de los vertebrados que se adquiere tempranamente en su evolucién
( 265 ).
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RE.SUMEN

l.5e describen los métodos de aislamiento,caracterizacién y puri-

ficacibén de las distintas formas o derivados de 18 OH B.

2.5e estudia la reaccién de conversidén de la forma més polar a }a

menos polar en metanol.
3.5e haliaron condiciones bajo las cuales éstas son estables.

4.5e estudid la reaccibébn de conversibn de la forma menos polar en

la mds polar en agua.
Y.5e ensayaron interconversiones en distintos solventes orgénicos.

6.5¢ determind la concentracibédn 6ptima de ClH para obtener formas

menos polares en soluciones acuosas.

7.5¢ describe la aparicién de numerosas formas menos polares,en

medios orgénicos y acuosos acidificados.
8.5e estudid la formacibn de los derivados arriba mencionados.

9,.Por esvectrometria de masa por impacto electrénico se determi-
né la estructura de diversas formas menos polares encontrindose
un metoxideridado para la forma menos polar obtenida en metanol
y un producto de deshidrataciédn para la obtenida en medio acuo-

so acidificado.

10.Utilizando técnicas de marcacién doble se demostrd la incorpo-

racibén de 3H O en la forma més polar de 18 OH B y la incorpora=-

2
1 .
cidn de 4CH30H en la forma menos polar producida en este alcohél.,
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11.5e estudiaron las capacidades precursoras de aldosterona de va-

rias formas de 18 OH B respecto de la de corticosterona.

12.5¢ estudié la interconversiédn entre la forma menos polar obte-
nida en medios acuosos acidificados y el compuesto polar que 1la

origina.

13.Con el objeto de intentar elucidar un esquema general de propie-~
dades de esteroides 18 hidroxilados,se realizaron estudios dé ob-
tencién de derivados de otros compuestos andlogos,como 18 OH Pro-
gesterona y 18 OH Desoxicorticosterona, y se los compard con los

de 18 OH B.

14.5e determiné por espectrometria de masa por impacto electrédnico
la estructura de varias formas menos polares de 18 OH Progestero-

na y 18 OH Desoxicorticosteronae.
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