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1.1MPORTANCIA DE LAS HORMONAS ADRENOCORTICALES

Experimentos con animales demostraron la naturaleza vital de la
glándula adrenal, cuando al sacar ambasadrenales (adrenalecto­
mia bilateral ) los animales morían en pocos dias ( 1 ).
En 1927 Rogoff y Stewart ( 2 ) extrajeron glándulas adrenales de
perro con ClNa 9 x y glicerol y encontraron que el extracto po ­
dia ser inyectado intravenosamente con buenos efectos.Sobre un
total de 100 perros determinaron el periodo de supervivencia en
perros adrenalectomizados y sin ningún tratamiento,controles.
La mayoria de los animales vivió entre l semanay lo dias, el res­
to poco menos de l semana. El mayor periodo de supervivencia fué
de aproximadamente 16 dias ( l perro ). Entre los 30 perros inyec­
tados con el extracto glandular. 6 sobrevivieron entre 18-78 dias
y el tiempo de supervivencia del resto fué favorable comparadocon
los controles.
Tres años 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 glándulas adre­
nales bovinas. disectadas libres de tejido graso y medular. El pro­
medio del lapso de vida de 25 gatos adrenalectomizados controles
fué 7 dias y el rango de 4.5 a 14 dias. Los animales tratados con
el extracto permanecieron en condiciones normales por 40-80 dias.
Estos experimentos demostraron que los extractos de la corteza a­
drenal contienen una o más hormonas. pero no revelaban las accio­
nes fisiológicas que ejercían y que posteriormente se demostró e­
ran de importancia para usos clinicos.
Pfiffner y Vars emprendieronel fraccionamiento de los extractos
adrenales juntamenje con Wintersteiner ( 4 ) y a fines de 1936

wintersteiner y Pfiffner ( 5.6 ) informaron el aislamiento de va­
rios compuestosque, sin embargoresultaron ser inactivos en pe­
rros.
Mason. Myers y Kendall ( 7,8 ) iniciaron trabajos haciendo uso del
ensayo desarrollado por Ingle ( 9 ) quien encontró que la adminis­
tración de extracto corticoadrenal a ratas adrenalectomizadas au­
mentaba su capacidad de trabajo en proporción a la dosis dada has­
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ta que se alcanzaba un nivel máximo.
A fines de 1936 legraron aislar 6 compuestos. Uno sólo de ellos
fué activo en ensayos con ratas. Se lo llamó compuesto E de Ken­
dall y luego cortisona.
Ese mismo año Cartland y Kuizenga ( 10 ) se interesaron en la pre­
paración 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 unió al grupo en 1941
y desarrolló un nuevo test ( ll ). Se encontró que los extractos
adrenales de cerdo eran considerablemente más activos cuando se

los ensayaba en ratas o perros, que los extractos de glándula bo­
vina u ovina ( 12 ).
En 1943 se habian aislado aproximadamente 28 esteroides de los ex­
tractos de corteza adrenal en los laboratorios de Wintersteiner ,
Kendall y Reichstein. Entre ellos figuraban estrona. Progestero ­
na y A 4 androsten 3-17 diona. un número de compuestos con activi ­
dad biológica desconocida y seisA 4-3 ceto esteroides que rápida­
mente se vió que tenian algún tipo de actividad específica de 1a
función adrenal.
Otro componenteactivo, la aldosterona fué aislada en 1953. Esta
se distinguia por la presencia de una función oxigenada en C-lB.
mientras que todos los otros compuestos.activos o inactivos,eran
18 metil esteroides.

2.LA GLANDULA SUPRARRENAL

La glándula suprarrenal es una glándula 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 embriológico ecto­
dérmico.que segrega catecolaminas y una parte cortical. histológi­
camente semejante a otras glándulas de secreción de origen mesodér­
mico, que segrega esteroides.
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La coteza suprarrenal consta a su vez de 3 zonas concéntricas Cu­
ya denominaciónresponde a caracteristicas histológicas. Las dos
zonas internas. las que se encuentran más cerca de la médula. se
denominanzonas fasciculada y reticular. La zona más externa se
denomina glomerulosa.
Mientras que 1a zona glomerulosa y 1a médula tienen funciones re­
lativamente bien definidas ( la glomerulosa segrega hormonas que
intervienen en la reabsorción de sodio y agua. La médula segrega
hormonasque participan en la respuesta bioenergética al stress).
no sucede lo mismo- comose verá más adelante- con la fascicula­
da y reticular.

3.CORTICOESTEROIDES

El tratamiento del sistema endocrino o cualquier otro aspecto de
la fisiología tomada comoun todo requiere cierto grado de precau­
ción.
Haydistintos aspectos en los cuales el sistema endocrino puede di­
ferir : a) a través de la evolución filogenética. en distintas cla­
ses. órdenes y aún familias de vertebrados b) a través de sucesi­
vas circunstancias de adaptación al medio en un mismoindividuo.
Por ejemplo; l) Una misma glándula puede estar presente en todos
los vertebrados. pero no necesariamente segregar todas sus hormo­
nas en todas las especies. Esto podria ser el caso de la aldostevo­
na. presente en casi todos los vertebrados. pero que no pudo detec­
tarse en los elasmobranquios. En cambio estos últimos segregan l-OH
corticosterona de la cual los demás carecen.
2) Una hormonapuede estar presente en todos los vertebrados pero
puede adquirir diferentes prepiedades biológicas en distintas espe­
cies, comopor ejenplo . el cortisol.
3) A través de los vertebrados es evidente el desarrollo de nuevos

órganos blanco para una misma hormona ( 13 ).

Es decir que es razonable pensar que una hormona y su función es­
tán sujetas a cambios en la evolución y cambios circunstanciales
de adaptación en un mismo individuo.



3.1 ” GLUCOCORTICOIDES ' Y " MINERALOCORTICOIDES”

De acuerdo con lo que se dijo en el párrfo anterior, una división
de las hormonas de 1a corteza suprarrenal en dos grandes grupos a­
dolece, evidentemente. del defecto de sobresimplificación.
A los " glucocorticoides" se los asocia-en términos generales­
a) Desde el punto de vista quimico a la estructura ¿>4-3 ceto este­
roides y a oxhidrilos en C-ll y c-21.
b) Desde el punto de vista anatómico a la limitación de su biosin­
tesis en 1a fasciculada y reticular.
c) Desde el punto de vista biológico 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 mismasse hallan liga­
das entre si. Resumiendo.estas propiedades son: a) activación de
la gluconeogénesis en higado ( 14 ).b) aumento de glucemia y aumen­
to de depósito de glucógeno en higado ( 14.15 ). c) acciones cata­
bolicas sobre tejido linfático y óseo ( 14.16.17 ). d) acciones
inmunosupresorasy antiinflamatorias ( 14,17-19 ).
2) a 1a presencia de receptores especificos en una variedad de ór­
ganos-blanco tal. que no admite comparación numérica con ningún o­
tro grupo de hormonas.Asi. existen receptores a los "glucocorti­
coides" no sólo en higado, timo y linfocitos sino que también en
huesos. riñón. pulmón, piel y retina ( 14 ).
Evidentemente, de acuerdo a lo que se sabe hoy en dia sobre meca­
nismos de acción molecular el punto cl) es parcialmente una conse­
cuencia del punto c2).
Sin embargoeste conjunto de funciones biológicas consistentes esen­
cialmente en proveer a los homeotermosde energia y en un papel ca­
tabólico no muy bien comprendido parece no ser sino uno de los úl­
timos estados de evolución de los "glucocorticoides“.En vertebra­
dos inferiores los "glucocorticoides" —en el caso de hallarse pre­
sentes- desempeñanun papel de adaptación al medio hidromineral muy
parecida a la función general de los "mineralocorticoides'. Y afin
en los vertebrados superiores este papel de los “ glucocorticoides"
COexiste con las otras funciones de estas hormonas.
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En los mamíferos, por ejemplo los "glucocorticoides" desempeñan
un rol en el funcionamiento renal ( 20).
Esta relatividad de la función glucocorticoidea se hace extenSÍVa
a las zonas de la corteza suprarrenal que producen glucocorticoi­
des.
En efecto, en la fasciculada y reticular se biosintetizan además
de éstos. otros compuestos como la 18 OHDOCy - en la rata - la

18 OHB cuyo papel se halla ligado al medio interno. y
Finalmente, algunos " glucocorticoides " y otros esteroides. ade­
más de tener funciones hormonales poseen proPiedades precursoras
para mineralocorticoides lo cual será discutido en la parte de bio­
sintesis de éstos .(veáse Big. l ).

A los " mineralocorticoides ' se los asocia con la acción retento­
ra de Na+ y la retención de Cl y H20 asi como la eliminación de
KÏ Estos tres últimos efectos son en parte - aunque no exclusiva­
mente - consecuencia del efecto primario señalado.
En este caso 1a acción 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 está muy bien definida ya que el
carácter se da en compuestos tan distintos entre si comola aldos­
terona y la Doc. I
Las moléculas de los " mineralocorticoides " carecen de OHen C-ll

y si lo poseen deben tener además un CHOen C-18. Las demás condi­
ciones son comunesa los " glucocorticoides ".
b) Desde el punto de vista anatómico la aldosterona es 1a única hor­
monaestrictamente limitada a la glomerulosa que, sin embargo .tam­
bién sintetiza corticosterona y otros precursores.La DOCSe forma
en las tres zonas ( 21 ). I
c) Desde el punto de vista biológico se entrará a continuación a
historiar los descubrimientos que paralelamente llevaron a vincular
a los " mineralocorticoides " con el mantenimiento homeostático del
medio interno. contituyendo esta serie de eventos uno de los más
coherentes de un trabajo experimental endocrino.
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Fig.l: Algunospasos de la biosíntesis de corticoesteroides hormonal­
mente activos en los cuales se ve que existen compuestos con
la doble función de hormonas y precursores de otras honmonas.



-7­

Hn 1926 Lucas ( ?? ) descubrió la existencia de una regulación por
glándulas esteroidogénicas del transporte iónico al demostrar que
la adrenalectomía en el perro producía hipocloremia.
Posteriormente Baumanny Kurland ( 23 ) observaron que la adrenalec­

tomía en gatos producía una disminución en el suero de las concen­
traciones de C1 y Na+y aumentaba las de K+y Mg+t

En 1933 Loeb y col ( 24 ) encontraron que perros adrenalectomiza­
dos que tenian bajas concentraciones de Cl’y Na+ensangre. elimi­
naban estos cationes por orina. Los autores señalan la acción de
las suprarrenales a nivel del riñón.
Estos estudios fueron confiymados por Harrop y col ( 25 ) y Thorn
y col ( 26 ) quienes demostraron que la inyección de extractos a­
drenalcslcorregia el defecto en animales adrenalectomizados o con
insuficiencia adrenal.
HS precisamente en esa década de los años 30 que se empieza a tra­
bajar intensamenteen el aislamiento, cristalización y sintesis de
los esteroides activos e inactivos.
De los seisll4-3 ceto esteroides aislados hasta 1943en los labo­
ratorios de Wintersteiner, Kendall y Reichstein. uno de ellos la
sustancia o de Reichstein demostró tener una buena acción retento­
ra de Na+ysobre la supervivencia de animales adrenalectomizadps .
sin apreciables efectos sobre otros parámetros que después resul­
taron ser propios de los glucocorticoides.
Hsta sustancia también llamada DOCó cortexona fué aislada y cris­
talizada a partir de adrenales de vacuno por Keichstein y von Euv
( 27 ). habiendo sin embargosido sintetizada antes por Steiger y
keichstein en 1937 ( 28 ).
La separación y cristalización de 28 esteroides efectuada por los
tres grupos de investigadores ( pág. 2 ) produjo comoresiduo una
fracción amorfa que empezóa llamar la atención de Kendall y win­
tersteiner por su actividad desproporcionadamentealta en el ensa­
yo de supervivencia. Dicha fracción era más activa - tanto para 1a
retención de Na+comopara el mantenimiento de la vida - que 1a DOC.
simpson y Tait ( 29 ) obtuvieron evidencias para la existencia de
una hormona en dicha fracción amorfa gracias a un ensayo muy sensi­
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ble que desarrollaron para medir la actividad mineralocorticoide
. . . +que conglstia en ver un cambio en la relac1ón Na 27 1+4gurinaria

después de administrar el material a aninales adrenalectomizados.
Mediante varios sistemas cromatográficos se logró aislar l mgdel
material amorfo de muyalta actividad retentora de Na+.
Debidoa la capacidad de control del balance de electrolitos se
la denominóelectrocottina ( 29 ).
En 1953 dos grupos de investigadores trabajando en forma paralela
en Londres ( Simpson y Tait) y .Reichstein, von Euwy Schindler de
1a Universidad de Basilea y Wettstein y Neher en los laboratorios
Ciba publicaron un trabajo ( 30 ) en el cual informan que habian
conseguido cristalizar 21,2 mgde electrocortina a partir de 500
Kgde adrenales bovinas.
Muy poco tiempo después Hattox y Mason ( 31 ) de la Clinica Mayo

aislaron una hormonacristalina de gran actividad mineralocorticoi­
de que fué identificada comola misma hormona aislada por los gru­
pos anteriores.
Simpson y Tait y col ( 30 ) dedujeron tentativamente algunos hechos
estructurales de esta nueva hormona comola presencia de dos grupos
acilablos y un grupozs4-3 ceto( fuerte absorción a 238 mu ), de una

cadena lateralcácetólica (liberación de HCHOpor oxidación con Bfigufl
y ausencia de 17o{OH( reacción de Porter-Silber negatiVa).
Una vez que se determinó la estructura completa con una función al­
dehido en C-l8 se la denominó aldosterona ( 32,33 ).
Los estudios sobre las propiedades biológicas establecieron que la
aldosterona era el más potente e importante de los mineralocorticoi­
des( 34.35 ).
Los mecanismos de acción bioquímicos y biofisicos no se pudieron
empezar a estudiar bien debido a la dificultad de trabajar con un
sistema tan complejo comoel riñón de los mamíferos. Estos estudios
se hicieron cuando se logró desarrollar preparaciones in vitro con
estructura histológica relativamente simple y que respondía de mo­
do predecible y en forma reproducible a la acción de la hormona¡
Fundamentalmentese usaron la piel ventral de ranas o la vejiga de

sapo ( 35- 37 ).
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un 1951 Using y Lerahn ( 38 ) introdujeron un método para medir
el transporte activo de iones a través de tejidos aislados.
coincidentemente los estudios de Cartensen y col ( 39 ) demostra­
ron que la aldosterona era un producto de secreción normal de las
adrenales de rana y Crabbé ( 35 ) encontró 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 ) pusieron en evidencia el importante papel de la aldosterona
en la regulación del balance de electrolitos en anuros.
ul desarrollo de un sistema in vitro para el estudio de la acción
de Los mineralocorticoides ( 35 ) permitió demostrar que era la
aldosterona y no sus metabolitos la responsable del efecto obser­
vado.

Así mismo, un hecho importante en el estudio de la aldosterona fué
la puesta en evidencia de un periodo de latencia de alrededor de
l a 2 horas para provocar su efecto biológico, a pesar de que la
vida media de la aldosterona en plasma es de sólo 35 minutos(34.43).
hstos y otros estudios ( 36 ) permitieron afirmar que l) la aldos­
terona actúa por su presencia y no se transforma. 2) su acción es
la de " disparar " un proceso que determina el transporte. 3) se
trataría de una acción mediata, donde la aldosterona induciria du­
rante el tiempo de latencia la formación de intermediarios activod
en el transporte iónico. 4 ) tal inducción, comenzaría por la unión
de la aldosterona a receptores especificos de la membrana. lo que
da a ésta su carácter de órgano-blanco o efector¡ Una vez unidos.
comienza la formación del intermediario o intermediarios.
Un 1965 se demostró el fenómeno de la inducción por esteroides de
la síntesis de RNAy proteinas ( 44 ) , que ya habia sido sugeri­
do por udelman y col ( 45 ) y Williamson ( 46).
Posteriormente Panestil y Hdelman( 47 ) ,utilizando inhibidores
de la sintesis de RNAy.prote1nas, demostraron que la aldosterona
regula el tranSporte de Na+porinducción de la sintesis de proteí­
nas a nivel de la transcripción del DNA.
De los estudios realiyados por varios grupos de investigadores (48­

. . . +51 ) surgió un pos1ble modelo para el Sistema de transporte de Na
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transepitelial.El modelo incluía 1a inducción de una proteina-AIP­
v admitia que la aldosterona podria actuar de 4 modos:
l) awnentando la permeabilidad de la barrera mucosa( de difusión
pasiva ) al Na.+
2) aumentandola actividad de la bomba, incrementando la sintesis
de la ATPasao bien activándola.

3 ) disminuyendo la retrodifusión de Na.+
4 ) aumentando la velocidad de sintesis de ATPy luego su disponi­
bilidad local.
El análisis de estas posibilidades. llevado a cabo por diferentes
investigadores. demostróque la retrodifusión no intervenia.Estu­
dios con radioisótopos permitieron afirmar que el aumentode per­
meabilidad de la barrera mucosa no es probable.Asi mismo, los e ­
fectos de la aldosterona sobre membranascon potenciales aplicados
tales comopara mantener constante y fuerte el flujo demostraron
que el aumentorelativo de flujo neto de Nafproducido por la aldos­
terona era igual que bajo condiciones de cortocircuito.
Por lo tanto la aldosterona actuaria más bien sobre la bombade sa­

lida y no facilitando la entrada de Na+ala célula.
Esto sugiere que la acción de la aldosterona sobre la bombapodria
ser por influencia directa de la AIP sobre los sistemas enzimáticos
( la AIP podria ser un componente de la bomba ) o que la AIP favo­
receria la formación de un intermediario de alta energia.
El componente principal de la bombaes_probablemente la ATPasa des­
cripta por Skou ( 50,52 ). Sin embargo la aldosterona no aumenta
el contenido o actividad de la mismaen la vejiga de sapo o riñon
de rata adrenalectomizada ( 53.54 ). Hay evidencias. en cambio ,
de que la AIP aumenta el swninistro de compuestos de alta energia
a la bomba. probablemente ATP.

3.2 6-21 ESTEROIDES 18 HIDROXILADOS

Este tercer grupo de corticoides es el más relacionado a la presen­
te tesis. Debidoa algunas correlaciones entre estructura. prepie­
dades biosintéticas y lo poco que se sabe de sus propiedades bio­
lógicas - correlaciones que sólo se podrán apreciar después del
capitulo siguiente- se hablará de los mencionados compuestos a1
Pinal de la introducción.
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4. CAMINOS DE BIOSINTESIS

La biosintesis del colesterol —y a partir de este, de la de 1a
pregnenolona y de la progesterona - son comunesa los esteroides
de la suprarrenal, el testículo y el ovario. En la placenta no se
sintetiza colesterol y 1a escisión de la cadena lateral no es cuan­
titativamente importante. Las glándulas de secreción interna que
sintetizan colesterol suelen utilizar el circulante proveniente de
otras Fuentes, comopor ejemplo el higado y otros tejidos para bio­
sintetizar sus propias hormonasesteroideas.

4.1 BIOSISTESIS DE PREGNEVOLONA

La ruptura de la cadena lateral del colesterol es una de las reac­
ciones clave en la biosintesis de las hormonasesteroides en los

órganos endócrinos ( fig 2 ) .
Este sistema enzimático complejo ha sido estudiado con algún deta­
]le en preparaciones de tejido de varios órganos productores de es­
teroides ( 55-62 ).
La escisión de la cadena lateral se realiza previa hidroxilación
del celesterol en las posiciones 20 y 22. El primer intermediario
es el 20 hidroxicolesterol. Este compuestofué obtenido en incuba­
ciones a partir de colesterolradioactivo con suprarrenales por So­
lomon ( 63 ) , con testículos de rata ( 61 ), y cuerpo lúteo(59 ).
Posterinnmente Shimizu y col ( 64 ) establecieron el papel del 20
'hidroxicolesterol comointermediario del 20-22 dihidroxichlesterol
incubando el primero con homogenatos de suprarrenal.
Otros grupos de investigadores ( 59.65-66 ) trabajando con tejido
adrenal y cuerpo lúteo pudieron aislar también el dihidroxideriva­
do.

El complejo enzimático necesario para la ruptura de la cadena 1a­
teral del colesterol presenta poca especificidad de sustrato como
ha sido demostrado por Dorfman (67), Constantopoulos (68) y Chand­
huri y col ( 69 ).
Las preparaciones enzimáticas solubles extraídas a parti! de pol­
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vos acetónicos de adrenales utilizan como cofactores NADPH6 NADH.
éste último es un artificio y no tiene significado fisiológico.
Esto ha sido comprobado por Constanp0poulos y col ( 68 ) quienes
encontraron que el NADHes inactivo en mitocondrias intactas.
Además Satoh y col ( 70) vieron que la concentración de NADHreque­
rida era mucho mayor que la concentración de NADHmedida in situ
( 71- 7? y.

Por el contrario la concentración óptima de NADPH( 73 ) correspon­
de a la estimada in situ ( 71-72 ).
Satoh ( 70 ) demostró además que las preparaciones enzimáticas so­

lubles. a diferencia de las mitocondrias intactas, requerían P0:
6 A5042. '
Desde el punto de vista regulatorio el paso que implica la 20 hi­
drpxilación del colesterol es inhibido por pregnenolona, mientras
que los factores que causan " swelling " mitocondrial o aumento
de la permeabilidad de las membranasmitocondriales lo activan.
Estudios realizados por varios grupos de investigadores ( 64.74­
76 ) demostraron el efecto del ACTHen la estimulación de la bio­
sintesis de glucocorticoides in vitro .

4.2 BIOSÏNTESIS D5 PNOGESTEKONA

La conversión de colesterol en progesterona o su precursor, preg­
nenolona, fué demostrada en una serie de preparaciones adrenales
( 77-79 ).
Bloch ( 80 ) estudió 1a posible conversión de colesterol en el prin­
cipal metabolito de la progesterona.el pregnanediol.
Cuando inyectaba el colesterol deuterado observó que el 70 x del
isótopo se encontraba en el peegnanediol excretado indicando que
éste compuestose formaba exclusivamente a partir del colesterol.
un todas las glándulas esteroidegénicas se halla presente un sis­
tema enzimático 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 glándula adrenal este sistema enzimática se encuentra en la
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fracción microsomal y requiere comocofactor NAD( 81 ).La utili­
zación de este mediador de hidrógenos constituye uno de los pocos
casos de esta índole en esteroidogénesis.

Por su parte Shikita y col ( 82 ) demostraron 1a presencia de 3€;
ol dehidrogenasa en microsomasde testículos.
Estas enzimas no presentan gran especificidad de sustrato, trans­
formandodiferentes precursores en los 3 ceto esteroides correspon­
dientes.
Este hecho da lugar a la gran cantidad de caminos alternativos de
biosintesis de hormonasesteroides a partir de la pregnenolona.
En todas las glándulas coexisten varios de estos posibles caminos.

La 3fi501 dehidrogenasa es de gran importancia desde el punto de
vista del desarrollo reproductivo ( 83 ).
Su aparición en las células secretoras del testículo ( células de
Leydig ) es temprana y coincide con 1a diferenciación del pene en
el embrión macho. A diferencia, en la suprarrenal aparece a una e­
dad relativamente tardia que coincide aproximadamentecon la.dife­
renciación de clitoris y vagina en el embrión hembray en el ova­
rio. por lo menosde la rata. recién a los nueve dias de vida li­
bre.
Ademásel desarrollo de genitales secundarios en el macho parece

depender de la actividad de 3(301 dehidrogenasa en testículo, mien­
tras que no ocurre lo mismoen cuanto a la dependencia de la dife­
renciación de genitales secundarios flemeninosde esta actividad en­
zimática en suprarrenales u ovario}
En estudios realizados por Potts y col ( 84 ) se observó que la u­
tilización de un esteroide sijtético ( 2Ciciano-4,4.l7cKtrimetil
androst-S en-l7fi301-3 ona ) que difiere del sustrato original de
1a enzima. por la sustitución de un grupo ciano nucleofilico en la
posición 2ti. provocaba hiperplasia adrenal por bloqueo de la bio­
sintesis de glucocorticoides.
Posterdormente Goldmany col ( 85 ) empleando el mismo esteroide
sintético demostraronhiperplasia del cuerpo lúteo e inhibición

in vivo e in vitro de la actividad de esta 3f3enzimaen este teji­
no esteroigogénico mientras que no existían variaciones apreciables
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en las l7fi36 3cíhidroxiesteroides dehidrogenasas.

4.3 BIOSINTESIS DE CORTICOESTEROIDES

La cantidad teórica de caminos biosintéticos de la pregnenolona
hasta los dos corticoesteroides más oxidados . cortisol y aldoste­
rona. es en principio muygrande.
En los últimos tres decenios gran parte de la actividad de los in­
vestigadores en este campose ha invertido en el estudio de las a­
plicabilidades de estos caminos.
Esta actividad pudo tomar un ritmo acelerado a partir de la déca­
da del 50 con el empleo de precursores radiactivos. tanto únicos
comoen pares de dos sustratos marcados con 3Hy 140 respectiva­
mente. Quizás la consecuencia más importante de estos estudios fue­
ra, no tanto 1a viabilidad, sino la imposibilidad de algunos de es­
tos caminos biosintéticos en diferentes condiciones y especies. cu­
ya elucidación definitiva pudo finalmente llevar a cuadros metabó­
licos razonablemente fidedignos.

4.3.1 VIA PRHGNENOLONA-PROGESTERONAY VIA DE LOS COMPUESTOS

17 HIDKOXILADOS

Estos caminos que se esquematizan en la fig. 4 son los Predominan­
tes vn gran cantidad de vertebrados.
La ausencia de flechas horizontales que desde la ll desoxicorticos­
terona y corticosterona llevan a la serie de los 17 hidroxilados
implica que el entrecruzaniento de las dos vias a estos niveles no
es posible, probablemente por impedimentosestéricos.
Por Otra parte. mientras que el camino pregnenolona-progesterona
puede considerarse universal en todos los animales que sintetizan
corticoides, no ocurre lo mismocon el de los 17 hidroxilados que
Palta en la mayoria de lOs vertebrados de sangre fria. en aves y
aún en algunos mamiferos.5n todas estas especies el glucocorticoi­
de principal no es el cortisol sino la corticosterona. menospoten­
te que aquél pero también menos especializado, ya que ésta al mismo
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tiempo hace las veces de precursor del principal mineralocorticoi­
de, la aldosterona ( fig. 1 ). En aquellas eSpecies poiquinotermas
( elasmobranquios. anfibios y reptiles ) cuyas adrenales no poseen
17 hidroxilasa y por ende carecen de un glucocorticoide potente.la
razón de tal ausencia probablemente resida en la falta de necesidad
de mantener temperaturas corpófeas relativamente elevadas. Sin em­
bargo, en las aves y la mayoria de los roedores ( los del grupo ra­
ta y los del grupo ratón evolutivamente relacionados a1 primero )
la ausencia de 17 hidroxilasa suprarrenal no es fácil de explicar.
Tampocose entiende muy bien por qué, en cambio. los peces teleós­
teos producen cortiso] aunque algunos endocrinólogos ( 86 ) sostie­
nen que en estos poiquilotermos el esteroide desempeñafunciones
de regulación del equilibrio osmótico, más que de regulación de
necesadades energéticas.
La via csquematizada en la fig. 4 comprende además del sistema en­
zimático involucrado en el pasaje de pregnenolona a progesterona
ya descripto, la participación de hidroxilasas que catalizan 1a
hidroxilación 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 perfundieron glañdulas
adrenales bovinas observando que al agregar en el liquido de per­

fusión progesterona ó 17 OHprogesterona obtenían los 11(321 dihi­
droxiesteroides correspondientes.
Por otra parte Hayanoy Dorfman ( 88 ) obtuvieron resultados simi­
lares trabajando con homogenato total de glándula suplementado con
fumarato y ATP.

Plager y Samuels ( 89.90 ) lograron separar la 21 hidroxilasa de
la ll hidroxilasa ya que observaron que cuando incubaban progeste­
rona con 1a fracción sobrenadante de 20.000 g proveniente de un
homogenato de adrenales Vacunas en presencia de NADy ATPobtenían
comoproducto principal ll desoxicorticosterona y en muchamenor
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Prepurción ll dvsoxicortisol.
Pvdn y vnuol ( 91,92 ) determinaron la localización de la 21 hidro­

xilasa en microsomas de adrenales y los requerimientos de NADPHy
oxigeno molecular en la reacción catalizada por dicha enzima.
Este tipo de requerimientos permite incluir q la 21 hidroxilasa
en la clasificación de oxidasas de función múltiple ( 93 ).Los mis­
mos autores demostraron que la 21 hidroxilación era inhibida por
C0 y que ésta inhibición era revertida por acción de la luz.
La participación de citocromo oxidasa en este sistema fué descarta­
da debido a la ausencia de inhibición por cianuro.
Las diferencias espectrofotométricas observadas con esas prepara­
ciones permitieron demostrar la presencia de un pigmento que al
unirse al C0 se inactivaba.Un hecho similar ya habia sido descrip­
to en microsomas de higado ( 95.96 ).

Es bien sabido que este sistema del cual se hablará más adelante,
se denominó citocromo P 450 ( 97.98 ).

Bstabrook 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 mantenía la ac­
tividad de 21 hidroxilasa.

4.3.3. SISTEMA ll HIDROXILASA

La influencia de los sustratos mitocondriales sobre la llrbhidroxi­
lación ha sido de interés desde 1951. cuando un grupo de investi­

gadores ( 99-101 ) demostraron que la llf3hidrpxilasa de adrenales
vacunas estaba asociada con 1a fracción particulada de la corteza
adrenal.
Kahnt y üettstein ( 102 ) y Hayano y Dorfman ( lOl ) trabajando
con homogenatos emplearon fumarato en presencia de otros cofacto­

res ( ATP. NADy Máw) para llevar a cabo la llfi3hidroxilación de
desoxicorticosterona.
Browniey Grant ( ¡03 ) utilizando una preparación de mitocondrias
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de corteza adrenal de buey demostraron que la hidroxilación tenia
lugar en presencia de otros sustratos del ciclo de los ácddos tri­
carboxilicos tales comoo(cetoglutarato. succinato y malato y ob­
servaron un mayor consumode oxigeno durante la hidroxilación.
La inhibición por dinitrofenol encontrada por los mismosautores
implica una dependencia con la fosforilación oxidativa.
Brownie y col ( 103 ) demostraron una estimulación de la oxidación
de succinato por desoxicorticosterona, pero el incremento en 1a ve­
locidad de respiración fué mayor que el requerido para dar cuenta

de la velocidad de llfi hidroxilación.
Los primeros estudios sobre la llfiihidroxilación por mitocondrias
de adrenales referidos a los requerimientos de NAÓ*ÓNADP’sugieren
que el mecanismode hidroxilación involucra la dehidrogenación de
1a molécula de esteroide seguido de la adición de agua.

Hayano y Dorfman ( 104 ) que trabajaron con D20 no pudieron demos­
trar 1a incorporación de deuterio. 18
Posteriormente Hayanoy col ( 105 ) utilizando o demostraron la
incorporación del isótopo del oxigeno en forma molicular durante

la llfahidroxilación de DOC.Estos resultados fueron confirmados
por Sweat y col ( 1Ó3 ).

Sweat y Lipscomb ( 106 ) demostraron el requerimiento especifico
de NADPHy sugirieron que el papel de los sustratos del ciclo de
Krebs era la reducción de NAD?a NADPHposiblemente via una trans­

hidrogenasa.
Los estudios de grant ( 107 ) utilizando polvo acetónico de mito­
condrias adrenales demostraron la reducción de NADÉrenpresencia
de fumarato y la reoxidación de NADPHen presencia de DOC.Lo que
se suponía era exclusivo de microsomas resultó pues estar tambien
presente en mitocondrias ( 93. 108 ).
Posteriormente Harding y col ( 109 ) observaron la presencia de
citocromo P 450 en una fracción mitocondrial de adrenales de rata
y demostraron que el succinato y malato reducian más rápidamente
el citocromo que el NADPH.

wilson y col ( 110 ) observaron que 1a actividad de 11f3hidroxila­
sa era inhibida por CO.
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sin embargo, de 10! estudios de Wilson y Harding no quedaba claro
si el C0 inhibía 1a reducción del citocromo P 450. la generación
intramitocondrial de NADPHó 1a activación del oxígeno en 1a reac­

ción catalizada por la llfiihidroxilasa.
Estudios con sistemas reconstituidos permitieron aclarar 1a depen­
dencia de 1a 11 hidroxilación del citocromo p 450 y de los electro­
nes entre ei NADPHy el oxigeno. I

Cooper y col ( 111-112 ) obtuvieron una preparación de 11€}hidro­
xilasa sonicando mitocondrias de corteza adrenal vacuna y encontra­
ron que el citocromo P 450 representaba el 94 % del contenido de
protohemo de esa preparación.
Harding y col ( 113 ) demostraron que la mitocondria adrenal con­
tenía los citocromos de la cadena respiratoria y que 1a presencia
de citocromo P 450 no se debia a una contaminación microsomal.

Belt y Pease ( 114 ) y Sabatini y de Robertis ( 115 ) observaron
que las mitocondrias de corteza adrenal tenian una estructura in­
terna diferente a 1a de otros tejidos comohígado y corazón.
Los estudios por microscopía electrónica de corteza adrenal Vacuna
realizados por Bolender en 1966 demostraron 1a presencia de inclu­
siones tubuladas de la membranaademás de las crestas planas vis­
tas en mitocondrias de higado y corazón.
Sabatini y de Robertis ( 115 ) sugirieron que las estructuras túbu­
lo vesiculares de las mitocondrias de 1a corteza adrenal podrian
estar relacionadas con la actividad secretaria especial que lle­
van a cabo esas mitocondrias.

4.3.4 SISTEMA " 18 HIDROXILASA "

Este sistema enzimático será tratado comoparte integrante de los
C-21 esteroides 18 hidroxilados.



5. LOS C- 21 ESTEROIDES 18 HIDROÁILADOS

5.1. INÏRODUCCIQE_

Entre los esteroides de 21 átomos de carbono. aquellos que tienen
un metilo oxidado en la posición angular C-18 poseen un carácter
estructural único producido por la vecindad en el espacio de uno

V Oo varios grupos UHcon una o varias funciones carbonilo ( fig. 5
La conversión espontánea - comoconsecuencia de esta propiedad ­
en compuestosde naturaleza cíclica acetálica o hemiacetálica de
menor energia interna que el de los isómeros abiertos. da origen
a una variedad de estructuras teóricamente posibles que se incre­
mentan con el número de funciones oxidadas y Su estado de oxidación.

Algunos de estos jsómeros sólo pueden ser separados y caracteriza­
dos de alguna manera. por fonnación de derivados y por métodos de
detección y separación fisico quimicos complejos.
Ademásde la posibilidad de la formación de esteroisómeros, los es­
teroides 18 hidroxilados de 21 átomos de C en particular, cuando
se estacionan en ciertos medios lipofilicos, alcoholes y solucio­
nes ácidas. se convierten espontáneamente y en forma reversible en
estructuras altamente liposolubles cuyas propiedades cromatografí­

cas difieren marcadamentede las del compuestooriginal.
Desde un punto de vista más bioquímico la 18 OHB por si misma pre­
senta ademásotra particularidad za pesar de poseer un alcohol en
0-18, intennediario entre B ( metilo en C-lB ) y aldosterona ( a1­
dehido en C-18 ), es un pobre precursor del mineralocoeticoide.Por
otra parte. las propiedades biológicas de la 18 OHB son diferen­

tes de las de la aldosterona. comoson los ritmos circadianos y has­
ta cierto grado la regulación.
Contrariamente a la mayoria de las otras hormonasesteroides, en
este caso el estudio de la relación entre estructura y actividad
biológica está a nivel embrionario. Al menos para la 18 OHB esto
no sorprende ya que se conoce poco acerca de su estructura y núme­
ro de isómeros existentes. No existen además demasiados estudios
sobre la actividad biológica y no hay una hipótesis de trabajo res­
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pecto a su falta de capacidad comoprecursor de aldosterona.

5.2 ANTECEDENTES

En 1957 Ulick y col publicaron el prhnero (116) de varios trabajos
( 116-118 ) sobre el aislamiento de metabolitos de aldosterona de
orina humana. En ese trabajo aislan un esteroide con una función
oxigenada en C-lB cuya producción fué proporcional a la secreción
de aldosterona. Posteriormente se vió que se trataba de una mezcla
de dos esteroides. tetrahidroaldosterona y 18 OH11 dehidrocorti­
costerona.
Los autores inyectaron 18 OHB marcada en un voluntario y detecta­
ron 18 OHTHAmarcada pero no tetrahidroaldosterona, demostrando

de esta forma que el humano produce 18 OHB.Las actividades espe­
cificas de la 18 OHB y de la 18 THAurinarias fueron las mismas
(119).
Los estudios preliminares sobre 1a producción de 18 OHB compren­
den incubaciones con adrenales de sapo y progesterona comoprecur­
sor ( 120 ) y de adrenales de cerdo sin agregado de precursor ( 121).
Cronológicamente se hizo una segunda serie de estudios in vitro
originados en 1a primera década del 60 con el descubrimiento hecho
independientemente por Ward y Birmingham ( 122 ) y por Péron(123)

del homólogo 18 OH DOC.

La atención de ambos grupos estaba centrada en la 18 OHDOCdebido

a su importancia cuantitativa en ratas y 1a 18 OHB fué sólo par­
cialmente estudiada ( 122-124 ).
Mientras 1a 18 OHDOCes indudablemente el principal esteroide 18

hidroxilado en ratas. la mayoria de los estudios in vitro sugieren
que en ratones la 18 OHB ocuparía ese lugar. Este esteroide fué
caracterizado por primera vez en adrenales de ratones por Ramon
y col ( 125 ).

Sandor y Lanthier ( 126 ) 1a 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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útiles para la localización de enzimas que convierten B en 18 OHB.
AunqueSandor y Lanthier ( 126 ) sólo obtienen resultados signifi­
cativos en incubaciones con zona glomerulosa. Marusic y Mulrow in­
forman de la presencia de enzimas 18 hidroxilantes en fasciculada
y reticular de adrenales bovinas ( 128 ).
En 1963 Sandor y col publican el primero ( 129 ) de dos articulos
( 129- 130 ) sobre 1a producción de n8 OHB en preparaciones de a­
drenales de pato.
Las mitocondrias de adrenales de pato son 1a principal Puente bió­
quimica de 18 OHB. Edwards y col ( 131 ) las han usado reciente­

mente para obtener el esteroide con alta actividad especifica para
radioinmunoensayo.
La 18 OHB ha sido encontrada tambien en varios ensayos con adre­
nales de otros pájaros ( 132 ) pero en estas especies parecería
ser de menor importancia.
El estudio de la 18 OHB en mamíferos ha sido resumido por Borruel

y col ( 133 ) quienes investigaron la esteroidogénesis con adrena­
les de foca antártica.
La 18 OHn fué el principal metabolito obtenido a partir de pro­
gesterona y pregnenolona radiactivas en incubaciones con cuartos
de adrenales ( 133 ) .

Se vió que la oveja también segrega 18 OH B ( 134 ) y que en huma­

nos y en perros su concentración plasmática es casi igual a la de
aldosterona ( 135 ).

5-3 QUIMICA

Existe información ( 136-142 ) a cerca de la coexistencia de for­
mas abiertas y ciclicas de la 18 OHa en mezclas naturales y sin­
téticas. Teóricamente. hay dos isómeros posibles para 1a forma a­
bierta. una 17fi3( pseudo ecuatorial ) y 1a otra 17°(( pseudo axial

Estéricamente. sólo el 17fi3isómeropuede dar la fonna heiícetálica
más estable. la cual a su vez puede dar dos isómeros, estructuras
20 S y zo R ( OH ) de la forma 20-18 hemicetálica de 18 OH B.

Los estudios estructurales sobre los distintos isómeros puedenen­
tenderse mejor si se dividen en :

V
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a) métodos dinánicos:emplean técnicas destructiVas tales comoreac­
ciones quimicas, formación de derivados que deben ser volátiles pa­
ra ser analizados por cromatografía de gases o por espectrometrïa
de masa.

b) métodosestáticos: implican espectroscopia no destructiva: ultra­
violeta, infrarrojo y resonancia magnética nuclear.
c) métodos mixtos:en los cuales parte de la molécula original de
los compuestos 18 hidroxilados permanece intacta y el resto es des­
truida ( ciertas técnicas de cromatografía gaseosa y espectrometria
de masa o bien combinación de ambas ).

La mayoria de los métodos dinámicos sugieren la existencia - al me­
nos en pequeñas cantidades- de una forma abierta de 18 OHB.Esto
se manifiesta por la formación de 18-21 acetatos ( 136 ) y la de
dimetoximatrimetilsilileter ( 137 ) asi comotambién por 1a reduc­
ción de las sales de tetrazolio ( 124.136 ), ya que sólo la forma
abierta Cicetólica tiene la propiedad de reducir formando Eormaza­
nos.

Los métodos dinámicos reVelan la existencia de equilibrio pero no
dan información cuantitativa directa sobre la proporción relativa
de formas abiertas y cíclicas.
Los métodos estáticos, por el contrario permiten determinar en for­
ma cuantitativa a los componentesde la mezcla tautomérica en equi­
librio.
Schmidlin y Wettstein ( 136 ) realizaron estudios de IR de 18 OHB,

Kahnt y col ( 139 ).Péron (124 ) .Bizmingham y Ward ( 140 ) y Génard

y col ( 138,143 ) utilizando la misma técnica estudiaron la 18 OH
DOC.

un general se puede decir que 1a abundancia relativa de 1a forma
abierta en tooas esas mezclas fué cercana a1 limite de detección

o menor que el mismo.La pequeña cantidad de fonma abierta de 18 OH
B en la mezcla debe estar presente a1 menos parcialmente eh la for­

ma 17(3ya que sólo este diasteroisómero pseudo axial puede ciclar­
se espontáneamente hacia la estructura hemicetálica u oxidarse con
periodato dando 1a 18 —20 ó'lactona.
Resumiendo. las técnicas dinámicas indican la existencia de un e­



quilibrio entre la forma abierta 17F3de 18 OHB y su tautómero he­
micetálico ( termodinámicamente ) estable, mientras que los méto­
dos estáticps indican un fuerte predominio del último bajo las con­
diciones de equilibrio existentes en mezclas naturales y sintéticas.
No hay información acerca del isómero l7Cíabierto de 18 OHB ni de
la abundancia relativa de los esteroisómeros 20 S y 20 R de las
formas hemicetálicas.
se mencionó en la introducción que los 0-21 esteroides 18 hidroxi­
lados. cuando se estacionaban eh ciertod medios orgánicos. eran es­
pontánea y reversiblemente convertidos en compuestos de baja pola­
ridad ( 123.125-127.142,144-148 ).
Las primeras hipótesis sobre la estructura de ese compuesto de me­
nor polaridad fueron hechas por Dominguez(142 ) quien analiza cua­
tro posibilidades. El mismoautor descarta dos de ellas quedando
como probables la formación de un dimero o de u; metoxiderivado.
Hndos trabajos ( 127.146 ) se refieren a investigaciones no publi­
cadas realizadas por Pappo en base a las cuales 1a forma de menor
polaridad tendria la estructura de un dimero. Esas publicadiones
no dan ningún detalle ni presentan evidencias que apoyen tal dime­
rización.
Damasco y Lantos ( 145 ) trabajando con 18 OHB y utilizando sepha­

dex LH 20 lograron separar ambas fonnas de 18 OHB observando que
la forma menos polar eluia entre la forma más polar y un isoprenol
de PMaproximadamente igual a 1000.

5.4 BIUUUIHICA

bebido al heCno de que 1a B se encuentra en el principal camino
metabólico hacia la aldosterona ( 126.149-153 ).la bioquímica de
la 18 OHB - un intermediario obvio, comotriol - entre los dos
compuestos anterioees está muyasociada con la del mineralocorti­
coide.
Teóricamente la conversión de B en aldosterona podria ocurrir en

dos Pasos, un9,catalizado por una " 18 hidroxilasa " y el segundo
por una " 18 hidroxidehidrogenasa". El primero de estos pasos. ha



sido estudiado con bastante detalle, aunque el término ' 18 hidro­

xilasa “ 6 " esteroide.18 hidroxilasa ' es empieadoen forma am­
bigua en muchas publicaciones. HFWWWIIH' I,
Este cierto grado de confusión es debido a la falta de conocimien­
to de] mecanismomolecular involucrado en los dos pasos de la reac­
ción.
La evidencia experimental a favor de 1a 18 OHB como intermediario
está principalmente basada en pruebas indirectas. tales comoatra­
pamiento de metabolitos de reacción por esteroides radioinertes (154)
sin anbargo 1a 18 OHB en experimentos directos es un pobre precur ­
sor de a1dosterona.La corticosterona es de 1.5 ( 155 ) a 80 (156)
veces máseficiente. 'I
Por otra parte. aunque puede esperarse que una 18 hidroxidehidroge­
nasa catalice 1a conversión del esteroide triol en aldehido, la ma­
yoria ( 157-160 ) pero no todos los ensayos se basan en el requeri­
miento de cofactores que aportan evidencias para una hidroxilasa
de esteroides activada por NADPHy citocromo P 450.

5.5 ZONACION

Si oien 1a 18 OHB es principalmente sintetizada por la zona glo­
merulosa ( 161 ),a1 menos en adrenales bovinas. Marusic y Mulrow
encontraron que también se produce en la fasciculada y reticular
(128 ).
El otro esteroide 18 hidroxilado importante. 1a 18 OHDOC.es fun­
damentalmentederigado de la fasciculada y reticular ( 161,163 ).
Si sabe que la enzima que cataliza la conversión de DOCen 18 OH

DOCes la misma que 18 hidroxila la B.

La aldosterona es el único esteroide adrenal bien conocido que es
sintetizado por una única zona ( 162 ).

5.6 FUENTE DE ENZIMAS Y REQUERIMIENTOS DE COFACTORES

Los estudios realizados por Psychocos y col (164 ) demostraron que
1a aldosterona era el principal corticoesteroide secretado por la



rana ( 120.162.165 ). Las preparaciones tenian un sistema enzimá­
tico muy activo tanto para aldosterona como para 18 OHB y estaban
localizadas únicamente en la fracción mitocondrial.
La formación de ambos esteroides por mitocondrias adrenales de ra­
na ( 164-166 ), oveja ( 155 ) ó rata ( 160 1 requiere NADPH( 155,

160 ). o un sistema clásico que lo genere ( 160 ) o bien NADPHge­
nerado por la adición-de NnDPa los intermediarios del ciclo del
ácido cítrico ( 164.166 ). En este sentido se vió que el malato
era más eficiente que el fumarato ( 166 ).
Tallan y col ( 166 ) identificaron a la fumarasa comoun factor es­
timulante para la biosintesis de la aldosterona y observaron que
se hallaba presente en la fracción soluble del honogenato de adre­
nales de rana.
sin embargoexisten ciertas contradicciones. Kahnt y Neher ( 167)
encontraron que los homogenatos de adrenales bovinas cuando se in­
cuban en presencia de NADPó NADconvierten con velocidades simi­

lares B y 18 OHB en aldosterona.

Por otra parte Ramany col ( 155 ) observaron que, al menos con
mitocondrias de adrenales de oveja,es necesario la presencia de
NADPó un sistema generante del mismo para transformar 18 OHB en

aldosterona y que el NADPó NADestimulan la conversión de 18 OHB

en 18 OHll dehidroconticosterona cuyas propiedades cromatografí­
cas son similares a las de la aldosterona.

La sintesis de ambos esteroides por mitocondrias requiere Máïkl Mm?
reemplaza completamente al MgHenla formación de aldosterona pero
sólo parcialmente en la 18 OHB ( 164 ).El Mgwpuedeser reemplaza­
do por Cafien la formación de 18 OHB pero éste último sólo restau­
ra en pequeñogrado la biosintesis de aldosterona.
aa efecto de los cationes monovalentes sobre el segundo paso de la
reacción ha sido motivo de un gran número de investigaciones que
se inician con los estudios de Rosenfield y col ( 169 ) poco tiem­
po después del descúbrimiento de la aldosterona.
Si bien la mayoria de las conclusiones son todavia tentativas se
acepta en forma más o menos general que una disninución en la rela­
ción Ia+/ I+estimula la biosintesis de aldosterona ( 169-175 ) y
su secreción ( 173.176-177 ).
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La adición de iones K+asi comola eliminación de Narpareceria ejer­
cer un efecto dual sobre la biosintesis de aldosterona ( 178- 183 ).
Los otros compuestosque estimulan la biosintesis de la aldostero­
na tales comoserotonina, angiotensina y las " adrenoglomerulotro­
finas " actúan en los primeros pasos de la biosintesis. El ACTHac­
túa a distintos niveles en la biosintesis de B y de su metabolis­
mo ( 156, 184-219 ).

Las trofinas disminuyen in vitro.la conversión de B en aldosterona
en ratas ( 192.194.200 ).
En un caso de adenomaque produce aldosterona,por otra parte.el
ACTHtambién inhibe la transformación 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 glándulas adrenales de rata inhibian la
formación de 18 OHB y de aldosterona por homogenatos de adrena­
les de rana hasta un 75 1. El factor inhibitorio en la adrenal
bovina podia destruirse por calentamiento a 100 ° C ( 164 ).

5.8 OXIDASAS DE FUNCION MULTIPLE

Mason fue el primero que usó el término " función oxidasa mixta n
para designar a las enzimas-cuya acción básica involucra la intro­
ducción de un átomo o molécula de oxigeno en una molécula de sus­
trato concomitantemente con la oxidación de un dador de dos elec­
trones ( 93 ).
Las esteroide hidroxilasas son oxidadas de función mixta cuyo da­
dor de electrones es el NADPHel cual en algunos casos puede ser
reemplazado por NAD.

Comose vió al tratar el tema de las otras hidroxilasas a Omuray
col ( 220 ) y Estabrook y col ( 221) se deben la teoria de que las
oxidasas de función mixta microsomales eran sistemas enzimáticos

complejos cuyo sistema oxigeno terminal activado consistía en un
pigmento susceptible de unirse a CO. el cual lo inactiva.
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Estabrook y cal ( 221 ) encontraron que el COinhibia la 21 hidro­

xilación microsomal de 17 OHprogesterona a DOC.Esta inhibición po­
dia ser revertida con luz monocromática con una actividad máximaa

450 mu. A esta longitud de onda también absorve el pigmento unido
a CO.

Los resultados obtenidos por estos investigadores apoyan la conclu­
sión de que dicho pigmenyoes la oxidaua terminal de los sistemas
de oxidasas de función mixta en mamíferos ( 221 ).
Comose vió antes. el citocromo P 450 no es exclusivo de los micro­
somas.Unsistema similar portador de electrones se encontró en mi­
tocondrias ( 110,111.) donde suplementa la cadena respiratoria.
Tambiénlas esteroide hidroxilasas mitocondriales en 1a adrenal :

la 11 y 18 hidroxilasas dependen del Pigmento susceptible de unir­
se a C0 para 1a incorporación del oxigeno molecular ( 110.111.).

5.9 NATURALEZA DE LAS ENZIMAS DE LA OXIDACION DEL CHQANGULAR C- 18_ r
Y PRBCURSORES

Sobre 1a base de los criterios experimentales mencionados en el

punto anterior y el hecho del requerimiento de NADPHpqra la bio­
sintesis de la aldosterona. Greengard y col ( 222 ) estudiaron la
posibilidad de que en los dos Pasos de esta biosíntesis intervinie­
ra una oxidasa de función mixta.que como se ha visto, no es más que
una oxidasa que depende del citocromo P 450.
Los autores pudieron demostrar la conversión de B en aldosterona
por mitocondrias adrenales de rana.
La demostración de la participación del citocrano P 450 es la evi­

dencia más importante empleada por Estabrook y col para 1a existen­
cia de oxidasas de función mixta microsomales.

Después que se encontró que la hidroxilación tenia lugar durante
la formación de aldosterona a partir de B, Greengard y col ( 222)

postularon que la 18 OHB era un precursor inmediato del mineralo­
corticoide, dando por entendido que el segundo paso era cataliza-'
do por una 18 OHdehidrogenasa.

Por otra parte Marusic y col sostienen más recientemente ( 173 )



que la conversión de 18 OHB en aldosterona se debe a una oxidasa

de función múltiple más que a una dehidrernasa.
La cuestión de la enzima ó enzimas que catalizan la conversión de
18 OHB en aldosterona está estrechamente ligada a la naturaleza
del precursor del mineralocorticoide.
Una razón de 1a pobre capacidad precursora de la 18 OHB puede ser
el hecho de encontrarse en su forma abierta hemicetálica. Esta es­
tructura, que no posee OHen C-18 no favorece la conversión por u­
na dehidrogenasa.
Por otra parte es posible la necesidad de una ' segunda 18 hidro­
xilasa “ postulada por Marusic y col para la introducción de un OH
adicional en 0-18 el cual permitiría la formación del puente oxi­
geno entre C-18 y C-ll.
Por el contrario en la conversión NADPdependiente observada por
Kahnt y Neher ( 167 ) es probable que esté involucrada en el sn ­

gundo paso una 18 OHdehidrogenasa.

En principio ambasenzimas podrian estar presentes en la corteza
adrenal y su actividad podria estar moduladapor diferentes condi­
ciones fisiológicas. la hidroxilasa requiere una estructura hemi­
cetálica para la 18 OHB y un nucleótido reducido y la dehidroge­
nasa NADPy una forma abierta del precursor.Esta última estructu­
ra puede no ser estable en el medio de incubación ( fig. 6 ).
El hecho se compliCa aún más debido a que una de las formas menos

polares de 18 OHB se transformó en aldosterona más rápidamente
aue la forma hidrofilica comúnmenteaislada ( 145 ) y Por recien­
tes hallazgos de Aupetit y col ( 168 ) según los cuales la 18 OHB
" endógena " seria menos efectiva comoprecursor de aldosterona
que la 18 OHB "sintética ".
La elucidación de 1a estructura de la forma menos polar podria a­
yudar a resolver este problemaen sus aspectos principales.

5. lOiIOLOGIA

Hs muy poco lo que se conoce aCerca de la función fisiológica de
la 18 OHB en vertebrados.

Aunque en humanos la secreción de 18 OHB responde en genera1.a1
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mismoestimulo que 1a secreción de aldosterona vide infra , no
existen hasta el momentopruebas de efctos biológicos similares
para los dos esteroides.
Lanthier y Sandor observaron que la administración de 18 OHB a
patos aumenta el volumen de secreción de su glándula de secreción
de sal y por consiguiente 1a salida total de Na+( 223 ).
En estudios recientes con ratas adrenalectomizadas ( 224 ) se en­
contró un aumentosignificativo en 1a salida del N3urinario lue­
go de inyectar a los animales con dosis de 3 ug del esyeroide.Con
dosis mayores se observa un efecto contrario.
En niños que poseen una biosintesis de aldosterona defectuosa.ca­
racterizada por una pérdida excesiva de Natla secreción de 18 OHB.
o 1a excreción de sus metabolitos urinarios.está considerablemen­
te aumentada ( 225-229 ).

Un segundo efecto de este esteroide ha sido señalado recientemen­
te sobre 1a salida total de H? titulables en la orina de ratas
adrenalectomizadas ( 224 ).



PLANTEO DBL TRABAJO

El presente trabajo tiene por obJeto tratar de elucidar algunos
problemas importantes estrechamente vinculados con la biosinte ­
sis de la aldosterona.Esta, asi comolos diversos pasos metabó ­
licos que conducen a la formación de la mayoria de las hormonas
esteroideas es ciertamente muycompleja.Entre tales hormonas.1a
aldosterona es de vital importancia para la supervivencia del hom­
bre y de numerosas especies animales, por ser el principal minerq­
locorticoide conocido;sin embargo, hasta el momentose desconoce
en detalle el mecanismomediante el cual tiene lugar esta biosin­
tesis.
Se resumen a continuación algunos conceptos expresados anteriomen­
te que constituyen el fundamentode este trabajo: la 18 hidroxicor­
ticosterona deberia ser el precursor inmediato lógico de la aldos­
tcrona, dadas su estructura quimica por una parte. y el hecho com­
probado de que la corticosterona se convierte en aldosterona más
fácilmente que otros esteroides relacionados estructuralmente.
Además. 1a 18 hidroxicosticosterona posee probablemente per se
propied¿des fisiológicas relacionadas con el control del equilibrio
ácido-base, segúnestá descripto en la literatura.Este esteroide .
asi comootros lB-hidroxilados, presenta distintas formas o deri­
vados frecuentemente interconvertibles por tratamiento con solucio­
nes alcohólicas o acuosas,acidificadas o no.'cuyas propiedades y
estructuras no eran conocidas hasta el presente,habiendo sido ob­
jeto de variadas hipótesis en cuanto a estructura y función.
Es posible que alguna o algunas de estas formas sean las responsa­
bles verdaderas de su acción biológica.tanto comoprecursores de
la aldosterona comoagentes fisiológicas activos.
Hste trabajo constituye el primer estudio sistemático acerca de es­
tos derivados de la 18 OHB. 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
ras y de otras formas provenientes de otros esteroides lB-hidroxi­
1ados.ta1es como 18 OHDOC, 18 OHProg. asi como de sus propieda­
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PARTE EXPERIMENTAL

IJATERIALES'
Tolueno: Merckp.a..Baker p.a..Sintorgan (a).
Progilenglico :Mallinckrodt p.a.(a).
Metanolznerckp.a.,Sintorgan (a).
Azul Nilozdonación de la 2°.cátedra de Nistologia de la Facultad

de Medicina U.BsA.

Sudan IIlzrat red 7 B Sigma
Benceno:Sintorganp.a.(a).

¿gua¿ Se utilizó agua deionizada o a veces deionizada y destilada
sobre vidrio.

HeEtano:Sintorgan p.a.
Ciclohexano:Herck p.a.
Dioxano: sintorgan puro para uso crmnatográfico.
Acetato de etilo: Merckp.a.

Silica gel G: Merck para cromatigrafia.
Silica gel G F 254 ( tipo 60 ):Merck para cromatografía
Cloruro de metilenonerck p.a..sintorgan (a).
ggg¿ Packard para grado de centelleo.
dimetil POPOPzPackardpara grado de centelleo.
corticosterona:Proveniente de Sigma Chemical CO.( U.S.A.).
1-2 3H-B: Proveniente de NewEngland Nuclear ( Boston.Mass. U.S.A.).

4-146-32 Proveniente de NewEngland Nuclear ( Boston.Mass.U.S.A.).
Cloruro de sodio: Merck p.a.
Cloruro de potasiozuerck p.a.
Fosfato monopotásico:Baker p.a.
Sulfato de magnesioaSChering-Kahlbaump.a.
Bicarbonato de sodio: Mallinckrodt p.a.
Cloruro de calciozflerck p.a.
Dextrosaí Mallinckrodt p.a.
Aldosterona : Proveniente de Ikapharm,Ramat-Gan. Israel.
4- 140 aldosterona:Proveniente de NewEngland Nuclear ( Boston.

Mass. Uls.A.).de NP.4o
Anhidrido acético:Mallinckrodt p.a.
Piridina: Carlo Erba p.a.



Acido geriódico: Merck p.a.
Acido sulfúrico: Merck p.a.
Cloruro estañoso: Mallinckrodt p.a.
¿gido clorhídrico: Merckp.a.
Oxido crómicozBaker p.a.

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

1 . . .4- 4C desoxicorticosterona:Proveniente de NewEngland Nuclear.
( Boston,Mass,U.S.Ag ).

Tetrahidrofurano: Merck p.a.

3H20_: Donación de la Comisión Nacional de Energia Atómica
14 . . . . .CH OH:DonaCión de la ComiSión Nac1onal de Ener 1 óm .E g a At ica
Butanol: Carlo Brba A.R. (a).
18 Hidroxicorticosterona:Proveniente de Ikapharm.Ramat-Gan,Israel.
1-2 3H-l8 OHBr Se biosintetizó según se describe en Métodos.

14_40:28 OH'BESe biosintetizó según se describe en Métodos.

Adrenales de rata: Se utilizaron ratas wistar.
Papel VhatmanN°.1 z para cromatografía.

(a): previamenterectificado.
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2.METODOS

A.Sistemas cromatográficos
a.Cromatografia descendente en papel
3_¿¿Sistema TPG: ( Tolueno:propilenglicol 3:1 ) ( 230 )
Se utilizó cromatografía descendente en papel WhatmanN°l en el
sistema TPG ( 230 ).

El papel empleado consiste en una cortina con diferente número de
tiras.Se utilizaron tiras de 0.5. l y 2 pulgadas de ancho para a.
daptarlas a los carretes del radiocromatógrafo.El largo de las ti­
ras fué de 45 cm.

Las tiras se mojaron previamente en una mezcla de PGzMeOH(1:2 ).

Para ello se sumergieron en una navecilla que contenía la solución
antes mencionada.

El exceso de liquido se eliminó secando ligeramente las tiras so­
bre papel de filtro.
Se sembraron luego los colorantes,patrones y muestras a analizar.
Las detenninaciones cualitativas se hicieron sembrandoen punto y
las cuantitativas sembrandoen bandas de diferente longitud de a­
cuerdo al ancho de tira utilizado en cada caso.
Una vez sembrado se colocaron las cortinas en la cuba de cromato­

grafía dejando estabilizar durante 3 horas aproximadamentey se de­
sarrolló el cromatogramaen el sistema antes descripto durante 6 a
8 horas en un cuarto termostatizado a 31 ° C.

Finalizada 1a corrida se dejó secar el papel durante varias horas.
La detección de los compuestos radiactivos se hizo mediante el em­
pleo de un radiocromatógrafo.
Cuandose analizaron muestras radioinertes se las detectó por su
absorción al UV.

En ambos casos se procedió a eluir los compuestos como se indicará
más adelante.
Este sistema fué empleadopara a) purificación del precursor.cor­
ticosterona b) análisis de los extractos de incubación c) separa­
ción de las dos formas de 18 OHdesoxicorticosterona d) lactonas
de 18 OHcorticosterona.
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a 2. Sistema Bush B; : ( Bencenozmetanolzagua 1:0.5:0.5) (231)
Al igual que comose describió antes se ntilizaron cortinas de pa­
pel HhatmanN°l de diferentes anchos y 45 omde longitud.
En este caso se sembraron directamente los colorantes.patrones y
muestras.de manera análoga a la descripta anteriormente.
Se dejó estabilizar durante l hora y se desarrolló el cromatogra­
ma durante 5.a 6 horas aproximadamenteen un cuarto termestatiza­
do a 31 ° C.

La detección y elución de los compuestos se realizó comose deta­
lló en al.
Este sistema fué empleado para a) analizar la zona del origen del
cromatograma analizado previamente en el sistema TPGde los extrac­
tos de incubación b) separación de las diversas formas de 18 OHB.

a 3. Sistema Bush B1:( Heptano:tolueno:metqnol:agua 5:5:7:3)(23l).
La forma de trabajo fué similar a 1a descripta para el Bush Bb. ex­
cepto que los tiempos de corrida fueron mayores.aproximadamente 8
horas.
Este sistema fué utilizado para analizar los acetatos de las dos
formas de distinta polaridad obtenidas en metanol de 18 OHB.

a 4. Sistema Bush Ar( Heptanormetaaolzagua 5:4:1 ) (231).
La forma de trabajo fué similar a 1a descripta para el sistema Bush

B5, excepto los tiempos de desarrollo que fueron aproximadamente
10 horas pues fué necesario hacer la corrida cromatográfica con
" overflow ".

Este sistema fué utilizado para la purificación del precursor de­
soxicorticosterona.

a 5.8istema ' Cy-Di 1 ":( Ciclohexano:dioxano:metanol:agua 4:4:221)
(232) I

La forma de trabajo fué similar a las descriptas anteriormente pa­
ra los sistemas denominadosBush,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
rona o

a 6.8istema " Cy-Bz "z (Ciclohexano:benceno:metanol:agua 4:3:4gl)
(232).
La técnica seguida fué similar a las descriptas anteriormente; Los
tiempos de desarrollo fueron aproximadamente 8 horas.
Este sistema se utilizó para analizar la lactona de los acetatos
de aldosterona.

B.Cromatografia en placa delgada
b 1. Sistema Heptanozacetato de etilo ( 3:1 ) ( 233 ).
Se utilizaron placas de 5 x 20 cm y 0.5 mmde espesor.
La preparación contenía gel de silica GP254 y gel de silica G .
en relación 1:3.Las placas se activaron durante 1.5-2 horas en es­
tufa a 110 °C.

El tiempo de corrida fué de aproximadamente 1 hora en un cuarto
termostatizado a 31 °C.

Este sistema se empleó para purificar progesterona y separar las
dos formas o derivados de 18 OHProgesterona.

C.Detección de los esteroides en los cromatogramas
Los esteroides radioinertes que absorben a 240 nm (¿54-3 ceto )
se detectaron con una lámpara UVadecuada ( mineraligh short Have
UVS-ll ) utilizando la emisión principal a 253.7 nm ( onda corta).
El papel fluoresce ligeramente con una emisión azulada y la mancha
oscura que identifica la posición del esteroide por contraste.es
debida a 1a absorción de la radiación de excitación.
Cuandose utilizó cromatografía en placa delgada se empleó el mis­
mo principio agregando un indicador de fluorescencia (silica gel
GF‘ 254 ) .



Los esteroides radiactivos fueron ubicados sobre los cromatogra­
mas en papel o placa delgada mediante un radiocromatógrafo "sca­
nner " Packard Modelo 7201.

D.Elución de los compuestos
E1 método de elución empleado fué discontinuo.Las zonas del cro­

matogramaen papel que contenían los esteroides fueron cortadas
en cuadraditos de aproximadamente 0.5 cm de lado y puestas en er­
lenmeyers de 25 ml.
E1 solvente de elución fué en general metanol y en algunos casos
cloruro de metileno ó mezcla de ambos.

Los erlenmeyers tapados fueron puestos en un agitador.Al-cabo de
15 minutos se volcaron los elufldos en tubos y se agregó nuevo sol­
vente de e1ución.Este proceso se repitió tres veces.
Se determinó previamente que bajo estas condiciones se recupera
el 99 1 del material.
Cuando se hizo cromatografía en placa delgada. 1a zona que conte­
nia los compuestos Qué separada del resto de la placa con ayuda
de una espátula.
Este material se colocó en erlenmeyers para ser eluido de 1a mis­
mamanera que se describió anteriormente.81 liquido de elución se
filtró a través de embudosconteniendo lana de vidrio en el vásta­
go.
Sobre alícuotas de estás eluidos se realizaron las mediciones de
radiactividad en un contador de centelleo liquido comose indica­
rá más adelante.

Los eluidos fueron concentrados bajo Nzen baño termostatizado a
37 ° C, salvo donde se especifique otra cosa.
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E¿yfdicjón de la radiactividad

e l .Eguipos utilizados
La determinación de actividad de las muestras que contenían 3¡1.140

6 mezcla de ambosfué realizada en espectrómetrosFBde centelleo li­
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, según su disponibilidad.

e 2.Preparación 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 aña­
dió a cada vial 10 m1de solución centelladora que contenía 4 gr/l
de PPOy 0.25 gr/l de dimetil POPOPen tolueno de calidad adecuada
para este propósito ( 234-236 ).
Los viales previamente tapados y agitados se dejaron durante por
lo menos lO minutos antes de leer en el espectrómetro.manteniéndo­
los en la oscuridad y a baja temperatura para disminuir el fondo,

especialmente cuando se medïan radiacionesf3de baja energia.

e 3.Elección de parámetros óptimos
e 3.1.Calibración de lagganancia
Fijando una ventana 50-1000,para evitar en lo posible tanto el rui­
do electrónico comoel de radiación exterior de alta energía.se se­
leccionó la ganancia con la cual se obtiene el valor de cifra de
mérito = ( eficiencia 22 para muestras sin 'quenching' (patrones de

3 H y14c separgggggnte).
Esta ganancia muy aproximadamente coincide con la de mayor número
de cpmleidas en dada caso.En dichas condiciones la sendibilidad
del método es máxima y no influyen de modo apreciable pequeñas Va­
riaciones en la amplificación electrónica ( ganancia ) debidas a
inestabilidad del sistema y falta de reproducibilidad del potenció­
metro selector de ganancia.
En dichas condiciones también es óptima la relación señal ruido
del sistema.
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e 4.00rrección del "guenchiqg" para un sólo radioisótopo

e 4.1.Hétodo de la relación de canales
Se empleó este método cuando no se dispuso de "standard" externo.
por ser el de elección en tal caso ( 235-238).
Se utilizó un juego de patrones de actividad absoluta conocida del
núclido a determinar,con diferentes grados de 'quenching".
Se midieron simultáneamente en 2 canales cada uno de los patrones
utilizando la mismaganancia.En el 1er. canal 6 canal de medición
se utilizó una ventana abierta ( 50-1000 ) y en el 2do. canal 6 ca­
nal de monitoreo se utilizó una ventana más angosta ( para14c se
modificó el valor del discriminador base a aproximadamente100 di­
visiones: para 3B en cambio se modificó el valor techo a 250 divi­

siones,manteniendo en amboscasos el otro discriminador igual que
en el canal de medición ).
La ventana del canal de monitoreo fué elegida de modode obtener
una relación aproximadanentelineal entre la eficiencia de medición

para 3Ky14c respectivamente) yen el canal de medición ( hl y c1
la relación de canales:

Actividad neta aparente chm) en canal monitoreo
Actividad neta aparente (cpm) en canal medición

Tal relación de canales es obviamente idéntica a la relación de

las eficiencias correspondientes.denominándoseh2y c2a las eficien­
cias deal y 140 en el canal de monitoreo.

La pendiente de la recta obtenida es negativa para 3H( hlvs hz/ hl)
y positiva para 14
7y8)o
Las muestras que contenían los esteroides se midieron bajo condicio­

C ( clvs c2/ c1) trabajando de tal modo( figuras

nes idénticas,y una vez determinada la relación de canales que le
corresponde,por interpelación en la curva del núclido en cuestión
se obtuvo el valor de la eficiencia de medición,con lo cual se cal­
culó la actividad absoluta.
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e 4.2.Método del "standard" externo ( 239-242 )
Se utilizaron 3 canales, el iro. en condiciones Óptimas de medición
para el núclido y los dos restantes en condiciones adecuadas para
la determinación de 1a relación de actividades aparente netas del
"standard" externo ( r.s.e.)s

r soe. Actividad aparente neta del 8.8. en canal angosto
Actividad aparente neta del S.E. en canal ancho

E1 espectro p aparente del "standard" externo.generado por efecto
Comptona partir de 1a radiaciónïí emitida por el "standard" es de
energia e1evada.por lo cual su medición se realizó con baja ganan­
cia(3% ).
E1 valor de r.s.e. asi 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.Entales condiciones lan-curvas de eficiencia vs r.s.e.
para ambos núclidos permiten convenientemente la determinación de
la actividad absoluta de una muestra.puesto que pequeñas variacio­
nes de eficiencia ( variación en el "quenching") se traducen en va­
riaciones apreciables de la r.s.e. La relación es biunivoca por ser
prácticamente independiente del mecanismode "quenching";por otra
parte las muestras con que se trabajó no presentaron color aprecia­
ble nunca y el "quenching" de color es aquel que produce mayores
desviaciones de la curva de egiciencia vs r.s.e.
Para determinar estas curvas se procedió de modoanálogo al emplea­
do en el métodode la relación de canales antes descripto.
Utilizando un juego de patrones con distinto grado de "quenching'
para cada isótopo se obtuvieron las curvas de eficiencia vs r.s.e.
correspondientes para cada uno de ellos.
Cadavial patrón se midió en las condiciones descriptas en presen­
cia y ausencia del "standard" externo.Dado que 1a actividad del
"standard" es muyelevada,e1 contaje con el "satandard" colocado
se realizó durante sólo 1 minuto.
Comoantes.de 1a actividad aparente ( cpm) del patrón obtenida en
ausencia del "standard" externo se calcula la eficiencia de 1a me­
dición;los valores registrados en los canales ancho y angosto co­
rrespondientes a1 " standard" externo,sielpre 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 calculó la r.s.e.
Para la medición de la actividad absoluta de las muestras median­

te esta técnica.se procedió de manera análoga a 1a descripta para
los patrones,y con el valor de r.s.e. obtenido se determinó la e­
ficiencia por interpolación en la curva correspondiente a1 núcli­
do.

En las figuras 9 y la se muestran las curvas obtenidas de las efi­
ciencias de cada uno de los isótopos en función de r.s.e.

e.5.Corrección del 'quenching" para mezclas de dos radioisótopos

e.5.1.Mddiante el método de 1a relación de canales ( 243 )

Este problema solamente puede resolverse si las energiaszmáxima
de los radioisótopos presentes son apreciablemente diferentes.Tal
condición es satisfecha afortunadamente por el par 3¡13146,por ser
sus energias máximas iguales a 0.018 Mevy 0.155 Mevrespectivamen­
te ( relación 1:8.6 ).
Mientras no se dispuso de un equipo con "standard" externo la reso­
lución de mezclas se logró utilizando una técnica puesta a punto
en colaboración con el Dr. Guillermo A.Locascio.basada en la de­
terminación del grado de "quenching" mediante relación de canales
para el isótopo de mayor energia.con exclusión del de menor ener­
gia en estos canales.En el 1er. canal se determinó la actividad a­
parente del isótopo de menor energia con ayuda de una curva que
permite descontar 1a actividad aparente neta del isótopo de mayor
energía en este canal.
Este 1er. canal opera con ventana y ganancia óptima para el 3B de­
tenminadas comose mencionó anteriormente.En los otros 2 canales,
que se pperaron con 1a ganancia óptima para 14C.se excluyó al tri­
tio empleandoun valor de discriminador base suficientemente ele­
vado y que resultó ser de 250.Para medición de 140 exento de 3B se
empleó una ventana 250-1000 y para monitoreo 250-400.La relación

entre las actividades netas aparentes en estos canales, c3/ c2.es
función del grado de "quencning".
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14Se graficó'c2.eficiencia de medición de C,en el canal de medición

de este núclido vs c3/ cautilizando una serie de patrones de 140
3con diferente grado de "quenching".ha eficiencia del H en el ca­

nal de medición de tritio.h1 también se graficó contra esta rela­
ción de canales empleando patrones de 3H del mismo grado de "quen­
ching" que los de14C.( fig. ll y 12 ).
Dado que es imposible contar3n con exclusión de 140. se obtuvieron

las actividades aparentes netas de 3Bdescontando de la actividad
total aparente medida en el canal 1. la actividad de 140 en dicho
canal de medición de 33; 1a curva necesaria de actividad aparente
de 14C en el canal de medición de 33 / actividad aparente de 140
en el canal de medición de 140 ( c1/c2) en función de la relación
de canales "quenching" se obtuvo de la lectura en este canal de
medición de 3Hde la actividad aparente de los patrones de 14€ con
diferente grado de "quenching'. ( fig 13 ).

e.5.2.Resolución de mezclas de dos radioisótopos utilizando
"standard" externo ( 244-248 )

eon un espectrómetro equipado con "standard" externo se procedió
de la manera siguiente: 1) Se determinaron los puntos de balance
para los patrones de 33 y 14C sin 'quenching' en el canal l como
se describió previamente ( parámetros óptimos de ganancia para ven­
tanas 50-1000) en el canal de medición.
2)COnjuegos separados de patrones de cada radioisótopo que conte­
nían cantidades crecientes de agehte productor de l'quenching" (ni­
trometano) se trazaron los siguientes gráficos:
a)Curva de eficiencia de3n (h2 ) en función de r.s.e.
b) Curva de eficiencia de 140 ( c1 ) en función de r.s.e.
c) Usando el juego de patrones de distinto grado de 'quenching' de
3a. se representó el cociente entre la eficiencia h de cada patrón1

, 1 . . . .

medido con parámetros óptimos para 4C. y 1a efiC1enc1a h2 del mis­
mo patrón medido con parámetros óptimos para 35, en función de r.s.e
d)Análogamente.con el juego de patrones de distinto grado de “quen­
ching" de 13. se representó el cociente entre 1a eficiencia clde
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cada patrón medido en condiciones óptimas para 140 y 1a eficiencia

c2de1 mismo en un canal con parámetros ópyimos para 3B vs r.s.e.
Para determinar la actividad absoluta de cada isótopo en una mez­
cla desconocida,.se procedió en primer lugar a determinar el r.a.e.
correspondiente y por interpelación en las 4 curvas descriptas se

obtuvieron los valores de c1. h2 . cl/ c2y h1 / h2 . (fig 14 y 15)‘

Con estos dos últimos y los datos de 1a actividad neta aparente
de 1a muestra obtenida con parámetros óptimos para 3H y 140 en

mediciones separadas. que llamamos N2 y N1. se obtuvo 1a activi­
dad absoluta de cada radioisótopo mediante las siguientes ecuacin­
nes:

C1
I o "’ n

2 cf 1¿
fl :

h2( C1 -_h_1___)
c2 ha

C

1 ( n - h1 .I )
C? 1 T 9

_ ' 2c ­
C

c1 ( 1 - hl )
C2 ln:2

donde H corresponde a las dpm de 3B y c a las de 14c ( 249).
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P.Biosintesis y aislamiento de 18 OHB

f.1 Purificación del precursor
1-2 33-3 ó 4-14C—Bse purificaron por cromatografía en papel en
el sistema TPG( 230),previamente a ser utilizados comoprecurso­
res de la 18 OH B.

f.2 Preparación del teiido
Se utilizaron ratas Vistar que pesaban entre 250-300 gramos.Los
animales se sacrificaron por decapitación.Se extrajeron las glán­
dulas suprarrenales se les sacó 1a grasa y el tejido conectigo que
las recubria 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 determinó luego el peso de cada "pool“.Estos se preincubaron
3 veces durante 20 minutos cada vez con la mezcla de incubación ,
excepto el precursor y luego se procedió a incubar el tejido en
presencia del precursor B, bajo las mismas condiciones.

f.3 Incubación
Las incubaciones se llevaron a cabo en buffer Krebs-Ringer-Bicar­
bonato-Glucosa( 250-251 ).
Solución sustancia conc. conc. molaridad relación

N° X M final

1 cma 0.9 0.154 0.118 25
II Cl! 1.15 0.154 0.0047 1

III P0432! 2.11 0.154 0.0018 0.25

IV 804Mg 7 H20 0.38 0.154 0.0018 0.25

V CO3HNa 1.29 0.154 0.0254 5.25

VI C120a 1.22 0.11 0.0254 0.75
dextrosa 0.01 M.
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Para incubar se procedió de la manera siguiente:
i.3e colocaron en vasos de precipitados de 10 m1 entre l y 2 x 106

dpmde 3H-Ben solución metanólica previamente purificada según

se indicó.E1 solvente se evaporó hasta sequedad bajo N2.
i.i.Se agregó 1.63 m1de soluciones I a IV en la relación indicada.
i.i.i.Se añadió luego 0.16 ml de V ( obtenida mezclando 47 mg de
dextrosa en 2.1 m1de bicarbonato de sodio ) obteniéndose la solu­
ción V'.
i.í.i.i.Se agregó 0.05 ml de VI.
i.i.i.i.i.Se agregaronlos "pools' de adrenales.
Las incubaciones se realizaron bajo atmósfera de 95 1 02 y 5 1 C02
a pH: 7.4 en un baño tipo Dubnoff a 37°C con agitación.
Los tiempos de incubación oscilaron entre 30-120 minutos ( 190 ).

9.4 Extracción
Finalizada la incubación se procedió a aislar los productos previa
adición al medio de incubación de aldosterona radioinerte y 4-140
aldosterona comomarcadores.

Se separó luego por decantación el sobrenadante y el tejido.
La fase acuosa se extrajo 3 veces con el doble de su volumen con

C12CH2.reuniéndose los extractos orgánicos.
El tejido se homogeinizócon alcohol etílico al 30 x en.un potter
de vidrio y el homogenatoresultante se centrifugó en centrífuga
clinica a 3000rpm.Se descartó el precipitado y el sobrenadante se

extrajo 2 veces con el doble de su volumen con C¿CH2.
Se reunieron luego las 2 fases orgánicas provenientes del sobrena­
dante y tejido y se concentraron bajo atmósfera de N en baño a 37°C2
para su posterior análisis cromatográfico.
Cuando se ensayó la 18 OHB en cualquiera de sus formas como pre­
cursor de la aldosterona.se utilizaron idénticas condiciones de
incubación y extracción.
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f.5 Separación e identificación de los compuestos
El extracto metilénico proveniente de la incubación se cromatogra­
fió en el sistema TPG ( 230 ).
Unavez desarrollado el cromatograla y localizados los distintos
compuestos. se eluyó la zona mis polar con metanol y se recranato­
grafió en el sistema Bush B ,lográndose asi la separación de 18 OH
y aldosterona.Se eluyeron 125 compuestos y sobre alicuotas de cada
uno de ellos se procedió a contar en el contador de centelleo 11­
quidoo
Los rendimientos de 18 OHB y aldosterona a partir de B fueron si­
milares.con valores comprendidos entre lO y 15 x.

G.Purificación de las 2 formas de 18 OHB: H y RM4¿;;_
Salvo que se aclare las formas de 18 OHn utilizadas en los ensa­
yos se prepararon comose describirá a continuación.Por incubación
a partir de H-Bcon cuartos de suprarrenales de rata sólo se obtu­
vo la forma más polar M; ésta se aisló mediante dos cromatografías
en papel sucesivas en los sistemas TPGy Bush B . La fnlma más po­

lar tiene en este último sistema un RFO.54y lasmenos polar RH4.33
un RP 2.05.
La fonna más polar H-asi obtenida se estacionó en metanol a 31°C
durante 10 a 15 dias para obtener su transformación en la menos

polar,RM 4.33.
A1 cabo de ese tiempo se procedió a separarlas por cromatografía

en el sistema Bush B5. El Mremanente se volvió a estacionar en
metanol nuevamente para obtener su transformación a’R H4.33.
El R 4.33 obtenido se puso en contacto con agua destilada para

M

obtener la forma más polar H nuevamente y ésta se reconvirtió en

RH4.33 por estacionamiento en metanol comoantes;la utilización
de este material permitió asegurar que se trabajó con formas "in­

terconvertibles".Esta última conversión Ma RM4.33 no se realizó
cuando se empleó Mpara la experiencia a llevar a cabo.
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H.Caracterización de los distintos esteroides por preparación de
derivados

h.l Acetatos

Los acetatos de 18 OHB ( formas H y RM4.33 ) se obtúvieron median­
te tratamiento con anhídrido acético y piridina. analizándose los
productos en el sistema cromatográfico Bush B .según la técnica

1

de Raman y col ( 123 ).

En el caso de 1a aldosterona.se obtuvieron los acetatos ( funda­
mentalmenteel diacetato ) mediante una técnica de acetilación a­
náloga y los productos de reacción se separaron y caracterizaron
por sus R por cromatografía en el sistema Cy-Di I,según Klimanf
y Peterson ( 232).

h.2 Lactonas
La 18 OHB fué sometida a dos diferentes técnicas de oxidación.

a) Por tratamiento con IO4H 5 mMen 804820.15 M durante l hora a
la reacción con
(252).
sistema TPC.

temperatura ambiente y posterior detención de

0125n al 6,1 en ClH 0.1 N. según Wilson y col
Los Productos de reacción se analizaron en el
b)Un tratamiento más enérgico,que también fué empleado para el di­

acetato de aldosterona. consiste en tratar el esteroide con Cr03al
0.5 1 e n acético glacial durante 10 minutos a temperatura ambien­
te. deteniéndose la reacción luego con etanol al 20 %.
Esta técnica,según Klimany Peterson.produce la lactonn del ácido
20 etienoico de 18 OH-ll dehidro B.en el caso de la 18 OHB. y la
ll-lBlSlactona del 21 monoacetato de aldosterona ( LAMA) en el
caso del diacetato de aldosterona.
Los productos de oxidación se separaron si provenían de 18 OHB.
por cromatografía en TPG,mientras que cuando se partió del diace­
tato de aldosterona,1a cromatografía se realizó en el sistema Cy-Bz.
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I.Biosintesis y aislamiento de 18 OHDOC

i.l Purificación del precursor
4- 14C-DOCse purificó por cromatografía en papel en el sistema
Bush A antes de ser utilizado como precursor de la 18 OHDOC.

i.2 Preparación del tejido
Se procedió de la mismamanera que 1a descripta para la obtención
de 18 OH B.

i.3 Incubación y extracción
Las condiciones de incubación para la obtención de 18 OHDOCa par­

tir de 4- 14C7DOCfueron las mismas que las descriptas para la ob­
tención de 18 OHD'variando sólo la cantidad del sustrato y el tiem­
po de incubación.
En cuanto a la extracción de los esteroides del medio de incubación

se procedió de 1a manera antes mencionada.

i.4 Aislamiento de los compuestos

Los extractos en C12CH2sellevaron casi a sequedad bajo una corrien­

te de N2y se los tomó con un pequeño volumen de metanol para sembrar­
los en las tiras de papel de cromatografía. '
Las muestras fueron analizadas en el sistema TPGantes descripto.
H1 tiempo de desarrollo fué aproximadamente de 7 horas,tal que to­
do el colorante rojo fuese recogido en los frasquitos de 'overflow".
La detección y elución se realizó de manera análoga a 1a descripta
para 18 OH B.

1.Espectrometr1a de masa
Fundamento

La espectrometria de masa es una técnica que permite estudiar as­
pectos vinculados con la estructura molecular de numerosas sustan­
cias.Bn muchos casos permite,con muy pequeñas cantidades de muestra
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obtener valiosa información sobre ésta y bajo ciertas condiciones
es posible incluso obtener el peso molecular exacto.
El método básicamente consiste en l) producir iones de la sustan­
cia en estudio y de fragmentos de ésta 2) separarlos según su re­
lación masa / carga ( m/e ) 3) medición de la abundancia relativa
de cada ión.

Los iones producidos son en su inmensa mayoria positivos siendo
los negativos 10.000 veces menos abundantes que aquéllos.
Una vez introducida la muestra mediante uno de los varios sistemas

posibles ( 253-256 ), es sometida a un proceso de producción de
iones.también hay varios métodos. y a su aceleración mediante un
campoeléctrico de alta tensión,llegándose comúnmentea velocida­
des del orden de los 300.000 Im / hora.
Los iones se enfocan adecuadamente en un haz.Este luego pasa al
analizador de iones,donde mediante un campomagnético perpendicu­
lar a su trayectoria se separan precisamente según su m / e.desvián­
dose más fácilmente aquéllos cuya relación es menor.Puede decirse
que el 99.9 1 de las especies iónicas producidas poseen carga uni­
taria.por lo cual la clasificación de dichos iones tiene lugar prác­
ticamente según su masa.
Comotodos los iones.llegan con igual energía al analizador de io­
nes,la trayectoria única que permite 1a detección y registro de u­
na corriente iónica en el colector de Faraday y sus equipos asocia­
dos implica en realidad una relación biunivóca entre el valor de
campomagnético aplicado y la relación m / e .
Este modode operar, o sea. variar el campomagnético dejando fijo
el potencial de aceleración,es el más difundido.pues si bien es
más lento que el que varia el campoeléctrico dejando el campomag­
nético constante ( analizador electrostático ) es más reproducible.
En los estudios realizados se empleóel sistema de inserción direc­
ta de muestra.Este consiste 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 cámara de ionización.
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La muestra se evapora por lo tanto alli directamente lo que permi­
te trabajar con muypequeñas cantidades de muestra,incluso del or­
den de los 10 ug.

Hs suficiente que a la temperatura de operación la presión de va­

por de la muestra llegue a 10"5 torr,disminuyéndose asi la proba­
bilidad de descomposición térmica,puesto que se puede trabajar a
menores temperaturas que con otros sistemas de inyección.
El equipo utilizado posee el sistema de producción de iones median­
te bombardeoelectrónico ( " electron impact ' ).
La ionización se produce por interacción de un haz de electrones
de intensidad y energia regulable,con las moléculas de 1a muestra

Vaporizada que atraviesan dicho haz.e1 efecto fundamental consis­
te en la pérdida de un electrón de la moléCula y su fragmentación.
lo cual produce iones con m / e característicos que son posterior­
mente analizaoos y detectados ( 253-256 ).
En general se trabaja con fuentes que alcanzan el rendimiento máxi­
mode iones y una reproducibilidad óptima de los espectros.en la
región de los 70 ev aproximadamente,donde la curva de rendimiento
total medio de iones en función de la energía de los electrones
llega a un máximoy adquiere forma horizonta1,de modo que influyan
poco pequeñas oscilaciones de tensión.sobre el rendimiento iónico.
Los espectros se realizaron en un espectrómetro de masa Varian ­
Mat CH7,por impacto electrónico con equipo de inserción directa
comose describió anteriormente.

j.1 Preparación de las muestras de 18 OHB
I

_ggmpuesto M :En cada experiencia se preparó una solución que con­
tenía 20x103 dpmde 18 OHB- 3K biosintetizada en el laboratorio
como se describió y 100 ug de 18 OHB radioinerte en 100 ul de ne­
tanol destilado.
La solución resultante se sembró en forma puntual y se purificó

mediante el sistema Bush 35 ( 231 ).
El compuesto M se detectó, eluyó y concentró como se mencionó an­
teriormente,colocándoselo luego mediante una micropipeta en los
microcrisoles de oro para su análisis por espectrometria de masa.
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Una de las tiras del cromatogramase dejó sin sembrar para utili­
zarla como blanco de bape1;con enla se procedió de manera análoga
a 1a empleada con las muestras.Se incluyó además un standard de

,18 OHB para comparar el esquema de fragmentación obtenido.

ggmpuesto RM3;;grPara cada ensayo,en un tubo con tapa a rosca se
preparó una solución que contenía 40x103dpm de 18 OHB- SH y 120ug
de 18 OHB radioinerte en 5 m1 de metanol destilada.

La preparación asi obtenida,previo burbuieo con N2 se cerró y de­
jó durante 10-15 dias a 31°C en un cuarto termostatizado para su

transformación en RM4.33.
A1 cabo de ese tiempo se evaporó hasta 100 ul bajo corriente de
N2, se purificó por cromatografía y llevó a microcrisoles comose
describió para el compuesto M.

CompuestoR; 4.33: Cada determinación se realizó comosiguezen un
tubo de 1 m1 se colocaron 250 ul de una solución de 18 OHB-3H

( 40x103dpm ) en agua y se le agregaron 100 ug de 18 OHB radioi­

nerte evaporándose luego hasta sequedad bajo N .

A1 residuo seco se le agregaron 100 ul de una :olución de 01H lO-É
se homogeinizó y luego de 5 minutos se sembró en tiras de papel pa­
ra separarlo en el mismosistema cromatográfico y colocarlo en mi­
crocrisoles comoya se describió.
Todos estos estudios por espectrometria de masa se realizaron a ns
y 70 eV y 150 y 260°C respectivamente.

j.2Pre9aración de las muestras de 18 OHPregesterona

Las distintas formas de 18 OHProg se purificaron por cromatogra­
fía en placa delgada en el sistema Hepyan02acetatode etilo(3:1).

identificándose en el texto siguiente cada compuestosegún su R f
en ese sistema.
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CompuestoI kaf 0.10 ):
Se preparó una solución que contenía aproximadamente 60 ug de
18 OHProg en 200 ul de metanol,se homogeinizó y se sembró en
placas de 20x4 cm y 0.25 cm de espesor.Se desarrolló el cromato­
grama durante l hora.
La ubicación del compuesto se detectó por su absorción al UV.
La zona que absorbía se eluyó con metanol y se celocó en una micro­
cápsula para determinar el espectro de masa.

Compuesto II LÍRFO.31 ):
Se preparó una solución que contenía entre 60-80 ug de 18 OHProg
( compuesto I ) en 3 ml de metanol.Una vez disuelto el esteroide

se burbujeó sz se lo mantúyo herméticamente cerrado en un cuarto
a 31°C durante 20 dias para su transformación en el compuesto II.
Transcurrido ese tiempo se evaporó el solvente casi hasta seque­
dad y se lo sembró en placa delgada comose describió anterionlen­
tE.
Bajo estas condiciones se observó la presencia de 2 esteroides
( compuestos I y II ).Estos se eluyeron y los eluidos se colocaron
en los microcrisoles para su análisis en el espectrómetro de masa.

CompuestoIiIino.31) y CompuestoIVkao.3_7)
Se colocó en un tubo aproximadamente 80 ug de 18 OHProg (compuesto

I ) y 200 ul de una solución de CIHlO-zn. Se dejó reaccionar duran­
te 5 minutos y se sembró en placa delgada.
Una vez desarrollado el cromatograma se detectaron 3 compuestos de
R 0.37 ( con­0.10 ( compuesto I ), R 0.31 ( compuesto III ) y Rf
puesto IV ).

f f

Se eluyeron los compuestos en'la forma habitual y se colocaron en
los microcrisoles para su estudio.
Se incluyó además la preparación de un blanco de placa delgada.
Todos estos espectros se realizaron a 20 y 70 eV y 150 y 260°C
respectivanente.



j.3 Preparación de las muestras de la OHDOC

Las diferentes formas de 18 OHDOCse purificaron por cromatogra­
fía en el sistema TPG ( 230 ).

Compuelto x ( Ef 0.16 )
En cada ensayo se preparó una solución que contenía 15x103 dpmde
18 OHDOCbiosihtetizada en el laboratorio comose describió ante­

riormente y 80 ug de 18 OHDOCradioinerte en 200 ul de metanol.

La solución resultante se sembró en forma puntual y se analizó en
el sistema mencionado.Se obtuvo un sólo compuesto denominado x .la
forma más polar de 18 OH DOC.

La elución se realizó en la forma habitual y se colocó en un micro­
crisol para determinar el espectro de masa.

Compuesto Y g RP0.7O )
Para cada ensayo.se preparó una solución que contenía aproximada­

3H y 120 ug de 18 OH DOC ( compuestomente 30x103dpm de 18 OH DOC­

X ) radioinerte en 5 ml de metanol.

Unavez disuelto el esteroide se burbujeo Mayse lo cerró herméti­
camente manteniéndolo a 31 °C durante 20-25 dias para su transfor­
mación en el compuesto Y.

Se llevó luego a sequedad bajo corriente de N2yse lo analizó en
el sistema TPG.

La zona correspondiente al compuesto Y se eluyó y se colocó en los
microcrisoles para determinar el espectro de masa.

Compuesto z g RP0.96 )
En cada ensayo se colocaron aproximadamente 35x103dpm de 18 OH DOC

-3H-y 150 ug de 18 OHDOCradioinerte ( compuesto x ) y se añadió

15 ul de tetrahidrofurano.A la solución resultante se le agregó
150 ul de ClH 10’2 M, se dejó reaccionar a temperatura ambiente du­
rante 5 minutos y se analizó en el mismosistema cromatigráficoa
Hl compuesto Z obtenido se eluyó de la manera habitual y se colo;
có en un microcrisol para determinar su espectro de masa.
Se incluyó además la preparación de un blanco.
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K.Estudios de estructuras mediante doble marcación isotópica
Para verificar los resultados obtenidos mediante espectrometria

de masa se decidió investigar la reacción de 3H20ylaH30H con dos
formas de 18 OHB,respectivamente RM4.33 y M.
Para ello se hizo uso de las técnicas cromatográficas ya menciona­
das y del análisis de doble isótopo por el método de la relación
de canales o del Standard externo antes descriptos.

Ensaxos con 14CH3051

k.1 Incorporación de 14CH3Q5¿Se diluyó isotópicamente una solución
de 18 OHBFSHobtenida por biosintesis en el laboratorio,con la can­
tidad de 18 OHB radioinerte necesaria para obtener una preparación

14
de actividad especifica comparable a la del CH30H.
La preparación del esteroide,que estaba en su forma más polar H.se

puso en contacto conléflaoHobteniéndose su transformación parcial
en 1a Forma menos polar RM4.33.

A1 cabo del tiempo necesario para producir una interconversión apre­
ciable,las muestras se sembraronen tiras de papel y se analizaron

por cromatografía eh el sistema Bush 85.La ubicación de los compues­
tos se realizó comose mencionóanteriormente.üna vez eluidos éstos.
se procedió a determinar sobre alícuotas la relación 3H/ 140 por
los métodos antes mencionados.

k.2 Estudio de la transformación inversa en H29¿
Por ensayos previos se sabia que 1a forma menos polar, R 4.33.en

H

contacto con agua se transformaba en la más polar H.
Asi se decidió investigar qué ocurría con 1a relación 3K/14C cuan­

do RM4.33 obtenida a partir de 35-M y 14CH3OHse transformaba en M.
Para ello la solución metanólica de la forma RM4.33se llevó a se­

quedad bajo N2:al residuo seco del esteroide se le agregó inmedia­
tamente agua destilada y se dejó a 31°C durante aproximadamente 1
semana para su transfonmación en M.
El análisis fué similar al descripto en el ensayo de incorporatión

14
de CH30H.determinándoseen este caso la relación 3x /14C en 1a
única fonma obtenida. H.
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Ensazos con 3H2_O_

k.3 Incorporación de 3329: En este caso fué necesario biosintetiznr
18 OH B- 14C por las técnicas habituales.
Una vez aislada y purificada se la diluyó con 18 OHB.radioinerte
para obtener una preparación con actividad especifica comparable a

la del 3H20.
Las muestras ya diluidas se pusieron en contacto con metanol radio­
inerte para obtener una transformación apreciable en la forma menos

polar RM4.33.
Transcurrido el tiempo necesario para tal transformacibn ( 15 dias

aproximadamente ) se analizaron en el sistema Bush BS.
Una vez identificadas en el cromatograma las dos formas correspon­

dientes se cortó la zona del papel donde se hallaba presente RH4.33
y se la puso en contacto con 3H20 durante l semana a 31 °C.

El producto de la reacción fué analizado en el sistema Bush 85 an­
tes mencionado obteniéndose un único compuesto H,e1 cual se eluyñ
del modohabitual.

Sobre una alícuota de los eluidos se determinó por medio de un ann­
tador de centelleo liquido 1a relación3 H /14C comose mencionó an­
teriormcnte.

k.4 Estudio de la transformación inversa en cnsggi
El resto de la preparación Meluida,proveniente de RH4.33-14c y
3H20,5edejó en solución de metanol radioinerte para su transfor­
mación en la forma menos polar nuevamente;el anfilisis de los pro­

ductos de reacción dió dos formas My RM4.33 en el mismo sistema
cromatográfico,donde una vez eluidos éstos se procedió a determi­
nar la relación 3K /14C de ambos compuestos.
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RESULTADOS

1. Condiciones de trabaio y estabilidad de los compuestos

Comose expresó,si bien era conocido que la 18 OHB sufre transfor­
naciones - asi comootros esteroides 18 hidroxilados - ( 142.145 )
por acción de diferentes medios.no se conocia la naturaleza de los
productos formados ni tampoco la de tales transformaciones.
Por ello.habiéndolo obtenido mediante biosintesis y posterior pu­
rificación del esteroide radioactivo a partir de B con rendimien­
tos que oscilaron entre el 10 y el 15 x. y teniendo certidumbre de
1a pureza del material asi preparado por caracterización de tal pre­
paración por su movilidad cromatográfica y la de sus derivados (ace­
tatos.1actonas ) obtenidos a partir del mismo.se procedió a esta ­
diar 1a naturaleza de algunas de las llamadas formas de distinta

polaridad ( M. RM4.33 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
reacciones en el tiempo.
Fué necesario evidentemente no sólo disponer de las distintas "for­
mas" aisladas,sino también hallar condiciones bajo las cuales éstas
se mantuvieran estables.
La forma H no se altera en estado sólido ni en soluciones acuosas.

La forma R“ 4.33 de 18 OHB había sido mencionada en trabajos ante­
riores ( 145 ) donde se describía que en " residuo seco " se con­
vertia completamente en Men 7 dias y se le adjudicaba la posible
estructura de " dimero",análogamnnte a lo propuesto por Dominguez
para 18 OH DOC ( 142 ).

Basándonos en tal hipótesis pero teniendo en cuenta que según Levy
y col ( 127 ) la estructura no seria exactamente un dimero,sino un
producto de condensación con pérdida de agua.ensayamos la estabili­

dad de RM4.33 en condiciones absolutamente anhidras.en un deseca­
dor al vacio y sobre Na metálico.

En tales condiciones RM4.33 no sufrió alteración alguna durante el
tiempo ensayado ( 30 dias ).



Adcmásel hecho de que RM4.33 se convirtiera rápidamente en H en
presencia de agua.hallazgo realizado también en el presente traba­
jo,apoyó 1a idea que esta transformación requiere precisamente a­

gua.Esto fué confirmado definitivamente mediante ensayos con 3H2O
comose describe más adelante.aunque la estructura propuesta para

RM4.33 no es un producto de condensación de dos moléculas de es­
teroide,del tipo sugerido originalmente por Levy y col ( 127 ) Pa­
ra el homólogo 18 OH DOC.

En cuanto a R; 4.33,no pudo’detectarse alteración alguna durante
30 dias en estado sólido,ni se halló apreciable transformación de
la misma en contacto con agua a 31 °C durante 15 dias.

II.Caracterización de los distintos esteroides por formación
de derivados l

II.a Formaciónde acetatos

Sobre alícuotas convenientes de las fonmas de 18 OHB, My ¡"4.33
hy de aldosterona provenientes de la incubación se realizó acetila­
ción según Klflnan y Peterson ( 232 ).
Se acetilaron además " Standards" de 18 OHI radioinerte asi como

de aldosterona radioinerte y 4-14C aldosterona.
Los compuestos que estaban en metanol fueron evaporados previamen­

te bajo una corriente de N2. A1 residuo seco del esteroide se le
agregaron iguales volumenesde piridina y anhídrido acético)

Se dejó proceder 1a reacción durante 24 horas a 27°C eh tubos tapa­
dos herméticamentegal cabo de este lapso la reacción se detuvo por
1a adición de metanol y se evaporó toralmente mediante una corrien­
te de aire.
Los residuos secos se disolvieron en un pequeño volwnen de metanol
y se sembraron en papel.
Los acetatos de ambas formas de 18 OHB se analizaron por cromato­

grafía en el sistema Bush Blobteniéndose un R 20.58 en los dos ca­f
sos que coincide con el valor para el acetato de 18 OHB encontra­
do por Raman ( 125 ).

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

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

La oxidación de 18 OHB se llevó a cabo por dos métodos distintos.

II.b1 Oxidación según wilson ( 252 )
El esteroide que estaba en metanol se llevó a sequedad bajo N .2

Al residuo seco del esteroide se le agregó una solución de IO4H
01005 M en SO4H20.15M. Se agitó y se dejó proceder 1a reacción
durante l hora a temperatura ambiente.A1 cabo de ese tiempo se.1e

agregó una solución de C12Sn al 61%en 01H 0.1 M y se agitó.

La solución de aspecto lechoso se extrajo con C1 CH2y se.cronato­2

grafió en el sistema TPG.
El mismo procedimiento se realizó con un standard de 18 OHB radio­
inerte obteniéndose la lactona del ácido 20 etienoico de 18 OHH

que en este sistema cromatográfico tiene un.RB=l.l ( 118 ).

¿¿¿b? Oxidación crómica ( Kliman y Peterson 2 ( 232 )
Esta técnica fué empleada tanto para la 18 OHB como para el ace­
tato de aldosterona.
Los esteroides que estaban en metanol se llevaron a sequedad bajo

una corriente de N2. A1 residuo seco del esteroide se le agregó

Cr203a10.5 1 en acético glacial.
Una vez homogeneizados los tubos se dejó proceder la reacción du­
rante 10 minutos a temperatura ambiente.

A1 cabo de ese tiempo de agregó alcohol etílico al 20 x en agua y

ClQCHéSe agitó y se descartó la fracción acuosa.
El extracto metilénico se lavó con agua destilada y se evaporó el
solvente bajo aire.
Se realizó el mismo procedimiento con standards de 18 OHB radio­
inerte y acetato de aldosterona radioinerte asi comocon 4-14C ace­
tato de aldosterona.
La lactona del ácido etienoico de 18 OHll dehidrocorticosterona
se analizó por cromatografía en el sistema TPGobteniéndose un

RB=2.25 ( 133).
El producto obtenido a partir de aldosterona,1actona del acetato
de aldosterona fué analizada en el sistema Cy-Bzobteniéndose un

RP: 0.25 ( 257 ). Los resultados se resumen en la tabla I.



Caracter1«801ónú

'.'.'._' -V&'¡.

D

Trazamlento

5188818

- 4Ja

BM4.33

IOh

i:18-20
RM4,33

:18-20

lactcnadem

lectonadeHM4.33

Ko

¡14
[-4

CrO

R.4.33

18-20

lactonadeF;4.33

1¿

XD

m
{-4

(Ch-CU} Cflfi,N
99

2
0

AcetatodeL
Acetatodenm

h

4.33

BushB1

- 73 ­



- 74 ­

III.Curso de reacción en medio acuoso

Se trabajó con 3lia-18OHB obtenida por biosintesis y convertida
parcialmente en R 4.33 comose describió en materiales y métodos.

La solución de RMÏ.33 se llevó a volumen y se tomó una alícuota
del 2 x para determinar su actividad en un contador de centelleo
liquido.
Luego de tomaron aproximadamente 3x106dpmy se colocaron en uh va­

so de precipitado evaporando hasta sequedad bajo N2.
Al residuo seco se le agregó agua destilada.se homogeinizó y se co­
locó en un baño termostatizado a 31 °C.

A distintos tiempos se tomaron alicuotas de aproximadamente 5x105

dpmy se anaizaron en el sistema Bush BS.
La posición de las formas de 18 OH'Bse localizó por pasaje a tra­
vés de un radiocromatógrafo. Las zonas radiactivas en cada croma­
tograma fueron eluidas comose mencionó anterionnente y llevadas
a volumen.

Se tomaron alicuotas de 5-10 1 de cada fracción,según su actividad,
y se las midió en un contador de centelleo liquido.

La figura 16.muestra el curso de la reacción de conversión de RM4;33
a M en medio acuoso a 31 °C.

IV.Estudio de la transformación de H a RM4.33en medios alcohólicos

Trabajos anteriores sobre esteroides 18 hidroxilados.couo 18 OHDOC
( 142 ) y 18 OHB ( 145 ) describian que estos esteroides podian
convertirse en formas menos polares por estacionamiento-en metanol
y otros solventes.
Debidoa la falta de un estudio sistemático de las transformacio­
nes obtenidas en metanol,se estudió el curso de reacción de este
proceso.Ademásse decidió investigar también tales conversiones
con mayor detalle en otros alcoholes comoetanol y butanol.

Para ello volumenes iguales de solución en CRQCHQdeasteroide tri­
tiado ( aproximadamente 2x105dpm) se llevaron a residuo seco eva­

porando con N2; se agregó 100 ul de agua destilada a cada uno pa­
ra mantener el asteroide bajo la forma más polar H.
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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
gó l ml del alcohol correspondiente.
Se tomóa "tiempo cero" una alícuota para ser analizada en el sis­

tema Bush Bs. El resto de los tubos fueron tapados y colocados a
31 °C.

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

La presencia de las formas de 18 OHI fué detectada mediante un
radiocromatógrafo.
Las zonas radiactivas fueron eluidas del papel en la forma habitual
y se tomaronalicuotas del lo x para determinar su actividad.
El curso de 1a reacción fué estudiado hasta los 8 dias.

La figura 17 muestra 1a conversión de H en RH4.33 en metanol.
Ningunode los otros dos alcoholes neutros fué capaz de transfor­
mar M en el tiempo estudiado en un compuesto de menor polaridad.

Roy y col ( 148 ) publicaron resultados acerca del comportamiento
de ¡8 OHaDOC.estandoya muy avanzado el presente trabajo sobre
18 OHBgtales resultados concordarian con los nuestros.pues hallan
una mayor reactividad de metanol que de etanol.

V.Transformaciones en medios acidificados,acuosos y alcohólicos
En base a los resultados obtenidos y teniendo en cuenta la natura­
leza protogénica del metanol per se asi como1a posible influen­
cia de una catálisis ácida en este tipo de reacciones se decidió
estudiar estas conversiones en medios acuosos y alcohólicos acidi­
ficados.Roy y col ( 148 ) encontraron tanbién que este tipo de re­
acciones era acelerada por el agregado de trazas de ácido.
Por otra parte Levy y col ( 127 ) en sus estudios sobre 18 OHDOC
demostraron transfonnaciones a productos no polares en medios acuo­
sos acidificados.
Estudios anteriores nuestros indicaban que a una concentración de

ClH acuoso 10-2 N aparecia también un cmnpuesto con RM4.33. que
designamos R;r4.33.aún en ausencia de alcoholes y que el rendimien­
to de tal conversión era óptimo en esa concentración de ácido.A con­
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centraciones menores la formación de R; 4.33 disminuia y a concen­
traciones mayores también.pero en este caso aparecían otras formas
de menor polaridad.
Decidimosestudiar todas las transformaciones a esa concentración
de ácido como primera aproximación al problema.
Para realizar estos estudios se procedió de la siguiente maneras
Se prepararon soluciones 10"2 N en ClH en agua.metanol,etanol y
butanol.
En cuanto al esteroide se partió de una preparación de 18 OH8-38
en forma M ( solución acuosa ).De ésta se tomaron alicuotas de 100

ul ( 150.000 dpm ) que fueron colocadas en tubos de 5 m1 con tapa
esmerilada.
Se realizaron separadamente4 series de ensayos para investigar las
transformaciones en los cuatro medios descriptos.Todas las determi­
naciones se hicieron por triplicado.
El esteroide en los tubos fué llevado a sequedad en un desecador
al vacio.
A1 residuo seco se agregó 250 ul de la solución correspondiente.
Los tubos fueron homogeinizados por agitación y se procedió a sem­
brar una primera alícuota de 20 ul de cada uno a los 30 minutos.
Luego los tubos fueron puestos a 31°C para estudiar el curso de
reacción tomándosealicuotas de 20 ul al cabo de 1,2,4 y 8 dias.

Los cromatogranas fueron desarrollados en el sistema Bush BSy exa­
minados mediante un radiocromatógrafo.
La proporción relativa de cada una de las formas obtenidas bajo
estas condiciones fué evaluada por integración de las áreas bajo
cada pico del trazado del radiocromatógrafo.
Las figuras 18.19.20 y 21 muestran los resultados obtenidos.
Comopuede observarse los resultados obtenidos con tales medios
fueron muydiferentes a los encontrados sin adición 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 más polar M,en presencia de ácido se observa en
amboscasos la aparición de 5 compuestos de diferente polaridad.
En cuanto a1 comportamiento en metanol también hubo modificaciones.
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Por estacionamiento en metanol neutro la forma más polar H da un

único compuesto caracterizado comoRM4.33 cuyo curso de reacción
ya fué descripto.La adición de ácido a este alcohol produce también
1a aparición de 5 formas de diferente polaridad en el sistema cro­
matográfíco empleado.
Comose mencionó,e1 tratamiento con soluciones acuosas de CIH pro­
duce conversiones a formas de menor pelaridad.

Todas estas formas fueron caracterizadas por su RMobteniéndose los
siguientes valores: Rul.84.RH4.33.RM5.26,RM6.34y ¡“7.18.
El número de formas menos polares obtenidas bajo estas condiciones
experimentales es análogo en los cuatro medios.si bien el compues­

to denominado RH l.84.uno de los más abumdantes en los medios a1­
cohólicos,nunca pudo detectarse en presencia de ClH acuos0u

Además el compuesto RM6.34 es mucho más abundante en los medios
alcohólicos acidificados que en ClH acuoso4
En las figuras 19.20 y 21 puede verse que el curso de la reacción
en todos los medios alcohólicos acidificados es análogo,aunque la

velocidad de desaparición del compuesto R;*4.33 aumenta con la lon­
gitud de la cadena hidrocarbonada.dicho compuesto 6 compuestos de­
ben formarse muy rápidamente.puesto que ya a los 30 minutas se lo
detecta en cantidades muysignificativas.



VI.ESTUDIOS DE ESTRUCTURA POR ESPECTROMETRIA DE MASA

Salvo que se aclare los espectros fueron realizados a 150 y 26096
y 15 y 70 ev y se corrieron hasta m / e: 750. I
Básicamente se obtuvieron los mismos esquemas de fragmentación ba­
Jo las diferentes condiciones,salvo diferencias en las intensida­
des relativas.

VI.a Estudios con 18 OH B

Espectro de masa del compuesto u
La forma más polar M da un ión molecular a n / e=362. A m./ e = 345
se observa un pico que puede atribuirse a la pérdida de un grupo
OHunido a C-ll ó más probablemente a 6-20 de la estructura hemi­
cetálica.
El pico a m/e = 315 puede atribuirse a la pérdida de un fragmento
neutro de 30 um,HCHO-enC-21,a partir del ión m/e =345.

Una nueva pérdida de CHOHen C-18 originaria el pico base a m/e=285.

6 alternativamente.una pérdida de 18 um.Hé0. del ión m/e=215 puede
originar el pico m/e=297;tal pérdida Puede provenir del OHen Cn20
6 en C-ll,según la estructura del m/e=345que lo origina.
El pico base.perdiendo un fragmento más de HCHOen c-20 originaria
el ión m/e=255.
El espectro de masa del compuesto H,que es idéntico al de 18 OHD
standard.se muestra en la figura 22.

Espectro de masa del compuesto RMí¿gg
La forma menos polar obtenida por estacionamiento en metanol pre­
senta un pico a m/e = 376, atribuible al ión molecular cuya estruc­
tura corresponde a un metoxiderivado en 0-20.
La pérdida de 31 um daria cuenta del pico a m/es 345 que puede a­

tribuínse o bien a la pérdida de un grupo CH20H6 un OCH3,unidos
ambos a 0-20.
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La pérdida ulterior de un fr ento neutro de HCHOpreviamente;
unido a c-2o,3o um,produciri:q:l pico base a m/e =315.Este a su
vez,por pérdida de una segunda molécula de HCHOproveniente de
C-lB produciría el importante pico a m/e = 285.

En la figura 23 se muestra el espectro del compuesto RH4.33.

x
Espectro de masa del compuesto kn4.33
La forma nenes polar obtenida por tratamiento en solución acuosa
ácida ( ClH 10"2

tribuible al ión nolecular cuya estructura seria la de un produc­
w ) presenta un pico a m/e = 344 ( 362-18 un) a­

to de deshidratación de la forma más polar M1
Tal pérdida de agua,con formación de una unión éter.puede ocurrir
entre los grupos OHen c-ll y 0-18 ( 136.258-260 ).
Alternativamente.la molécula de agua podria provenir del grupo OH
en c-2o y un H en 6-21 de la estructura hemicetálica,que por un
posterior reordenemiento daria un aldehido en 8-21. i

na pérdida de 29 um,atribuibles a un fragmento CHOde este aldehi­
do en 0-21 podria producir el pico a n/e = 315 Correspondiente a
un ión oxonio.Este ión por pérdida de 18 um. H 0. podria producir
el pico a m/e; 297 ó bien por pérdida de 29 um2correspondientes a
un fragmento CHOde C-20.dar el pico a m/e = 286.Este.a su vea pm­
dria por pérdida de un átomo de E dar origen al pico base a lle =
285 que corresponderia a un ión carbonio con una unión éter entre
C-ll y C-lBo

Si la estructura de ¡5’4.33 fuese la de un éter entre C-ll y c-is
cono se mencionó anterionmente,la pérdida de 31 um, correspondien­
tes a un grupo CHOHen 0-21 daria cuenta del pico a m/e :313.Bste
por pérdida de unzfragmento neutro de C0 daria el pico base a n/e =
285. cuya estructura seria exactamente igual a la ya propuesta.in­
dependientemente de su origen.
Este último caminode fragmentación evidenciaria la presencia de
un compuesto carente de un sistema cerrado entre c-lB y 0-20 en

R;Á.33. lo que indicaria que R:h.33 es una mezcla que no puede se­
pararse con la metodologia empleada.
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ll ión correspondiente a m/e = 285 por pérdida de una molécula
de HCHOde 6-18. produciría el pico a m/e = 255. el cual a su vez

perdiendo un fragmento neutro de cetena del anillo A,correspondien­
te a 42 um. daria el pico a m/e =213.

A1ternativamente,1a pérdida de agua.18 um.también proveniente del
anillo A. daria el pico a m/e = 237.

n
En 1a figura 24 se muestra el espectro de masa del compuesto ¡“4.33.

l
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v1.b Estudios con 18 OfiuProggsterona

Espectro de masa del compuesto I
La forma más polar de 18 OHprog ( compuesto I ) presenta un ión

molecular a m/e a 330.5a señal a m/e =313 puede atribuirse a la
pérdida de un grupo OHunido a 0-20 en la estructura hemiacetáli­
ca.
El importante pico a m/e = 312 puede atribuirse a la pérddda de
18 um,H-O,entre C-20 y C-2l.

2

La presencia del pico a m/e = 270 podria explicarse a partir del
ión a m/e = 330 por pérdida de 42 um.CHCO.Bste resto puede prove­

nir de cetena del anillo A ( le 02) o :ien la mismapérdida pro­
veniente de €20sc21, dando asi origen a dos estructuras posibles
para el ión m/e a 270 ( fig 25 ).
La presencia del ión a m/e = 255 puede atribuirse a la pérdida de

15 um. 0H3,a partir del ión a m/e =270.probablemente en C-l9 6 C­
21.

El ión a m/e =228 podria interpretarse comola pérdida de 42 un,

CH2C0.provenientes de C-ZOyC-2l en la estructura del ión m/e3270.
Otra interpretación posible para el ión m/e =228 podria ser su for­
mación a partir del ión m/e =313 por Pérdida de 85 um correspondien­

tes a CHQCOy Guacao respectivamente de acuerdo a lo propuesto por
Djerassi ( 261 ).

A partir del ión a m/e = 270 la pérdida de 43 um.CHZCH0.dariaori­
gen al ión a m/e = 227.Este a su vez por pérdida de 42 um,CHco.en
C-20 y 0-21 daria origen al pico a m/e = 185. 2
La presencia del ión a m/e = 167 podria explicarse a partir del H+
por pérdida de 163 um por ruptura entre C-9 y C-ll y C-B y 0414 con
migración de 3 H ( 261-264 ).
El pico base a m/e a 149 puede atribuirse a la pérdida de 121 um.

Cangasa partir de una de las estructuras postuladas del ión a m/e:
270.aquella que conserva el anillo A intacto (Big 25).
La presencia del ión a m/e = 124 puede atribuirse a la pérdida de

206 um. ClaHïBOQcon migración de 2 H a partir del HÏ 26l-265).
El espectro del compuesto I se muestra en la figura 26.
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Espectro de masa del compuesto II
La única forma menos polar de 18 OHprogesterona obtenida por es­
tacionamiento en metanol, presenta un ión molecular a m/e = 344
correspondiente a1 metoxiderivado en C-20 de la estructura hemi­
acetálica.
El pico base a m/e = 313 puede atribuirse a la pérdida de 31 um

correspondientes a OCH3ó CHQOHen 0-20 ó C-2l respectivamente.
La señal a m/e = 312 puede racionalizarse como 1a misma pérdida
indicada anteriormente a partir del ión M+-l.
La presencia del pico a m/e = 270 puede atribuirse a 1a pérdida

de 43 um. CH3C0, 6 42 um, cnzco , a partir de los iones de m/ez
313 ó m/e = 312 respectivamente.

El ión a m/ e = 270 formado por pérdida de 42 um a partir del ión
a m/ e = 312 puede tener 2 estructuras posibles como se mencionó
para el compuesto I.
La figura 27 muestra e] esquemade racionalización propuesto para
la formación del ión a m/e = 270 a partir del ión Hfa m/e = 344.
El ión a m/e = 255 puede interpretarse como 1a pérdida de 15 um ,

CH3en0-19 a partir del ión a m/e = 270.
La presencia del ión a m/e = 252 puede atribuirse a la pérdida de

18 um. HQOW.a partir del ión a m/e = 270.
La señal a m/e = 228 puede interpretarse como la pérdida de 42 um,

CH2C0.cetena del anillo A, a partir de una de las estructuras po­
sibles del ión a m/e = 270 ó bien a la pérdida de 85 um, CHQCOy

cusco. a partir del ión a m/e = 313 ( 261 ).
El ión a m/e = 185 puede atribuirse a la pérdida de 43 um.C3H7,a
partir del ión a m/e = 228.
La presencia del ión a m/e = 149 puede atribuirse ,al igual que en
el compuesto I a 1a pérdida de 121 um. C H 0 , a partir de una de
las estructuras postuladas del ión a m/e8=9270,1aque conservaria
intacto e1 anillo A ( fig.27 ).
La interpretación del ión a m/e = 124 puede interpretarse de mane­
ra análoga a la descripta para el compuesto I con pérdida en este

caso de 163 um, 0141-!202.

La figura 28 muestra el espectro del compuesto II.
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Espectro de masa del compuesto III

El compuesto III,una de las formas menos polares de 18 OHProges­
terona obtenidas por tratamiento con ácido.presenta un ión mole­
cular a m/e = 312 que correspondería a un producto de deshidrata­
ción de 18 OHprogesterona entre 6-20 y C-2l.
El pico a m/e = 313 correspondería al ión molecular protonado;en
ciertos casos éste es más estable que el propio H+ como lo señalan
ciertos autores ( 253 ).
La presencia del ión a m/e = 270 podria interpretarse c0mopara
los dos compuestos descriptos anteriormente.por pérdida de 42 um,

CHZCO.dandoorigen a 2 estructuras posibles para este ión (Eig 29).
Las señales correspondientes a los otros iones de distinta m/ e
pueden racionalizarse de manera análoga a la descripta para los
compuestos I y II.
El pico base a m/e = 149 puede atribuirse a la pérdida de 121 um,

CSHá0.,apartir de una sola de las estructuras probables del ión
a m/ e = 270.1a que mantiene el anillo A intacto (fig 29 ).
La figura 31 muestra el espectro del compuestoIII.

Espectro de masa del compuesto IV

El Compuesto IV presenta un ión molecular a m/e = 312 que puede
atribuirse a un producto de deshidratación de 18 OHBrogesterona
en C-l7 y C-20,con mayor movilidad cromatográfica que la del com­
puesto III anteriormente descripto.
La presencia del ión a m/e = 313 podria interpretarse de manera
análoga a la mencionada para el compuesto III.

La señal a m/e = 270 puede atribuirse a la pérdida de 42 um.CH200
a partir del ión a m/e = 312.
Si la estructura para el ión a m/e = 312 fuera la propuesta la pér­

dida de 42 um, CH2
dando origen asi a una sola estructura posible del ión a m/e = 270

CO, sólo podria provenir de cetena del anillo A

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 n/e pueden
racionalizarse de manera análoga a lo hecho anteriormente.
La ausencia de señal a m/e = 149 podria atribuirse al hecho de
que 1a única estructura propuesta para el ión a m/e= 270 no po­
dria explicar un esquemade fragmentación que condujera a 1a for­
mación del ión a m/e = 149 ( fig 30 ).
Por otra parte según 1a racionalización propuesta la presencia del
ión a m/e = 228 sólo podria explicanse en este caso por la pérdi­

da de 85 um. CH200 y C3H7,
del ión a m/e = 270 por pérdida de 42 um ( fig 30 ).

( 261) a partir del M*+1 y no a partir
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VI.c Estudios con 18 OHDesoxicorticosterona

Estos espectros fueron realizados en un espectrómetro de masa
Varian-Mat CH-7A. acoplado a una cmnputadora (Varian Data Machi­
nes ), utilizando comoen los anteriores inserción directa de la
muestra.

Los espectros se realizaron a 20 y 70 ev y 150 y 260 SC respecti­
vamente.

Espectro de masa del compuesto X

La forma más polar de 18 OHDOC( Compuesto x ) presenta un ión

molecular a m/e: 346 que sólo pudo detectarse a 20 ev y 260 °c.
El ión a m/e = 329 puede atribuirse a la pérdida de 17 um (OH)
en C-20.

La señal a m/e = 328 puede interpretarse como la pérdida de 18 um

( H20 ) entre C 20-21. ‘
El ión a m/e = 316 correspondería a la pérdida de 30 um ( HCHO)
a partir del C-21.
El Pico base a m/e = 315 puede interpretarse comola pérdida de

31 um ( CHZOH) a partir del 0-21
La señal a m/e = 299 puede atribuirse a 1a pérdida de 17 um ( OH)
adicionales a partir del ión a m/e = 316.
La presencia del ión a m/e = 281 podria interpretarse comola pér­

dida de 18 um ( H20 ) a partir del ión a m/e = 299.
El ión a m/e = 269 correspondería a la pérdida de 77 um ( 2 HCHO,
OH) a partir del ión molecular.
La figura 33 muestra el espectro de masa obtenido para el compu­
esto X.
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Espectro de masa del compuesto Y
El compuesto Y de 18 OHDOCobtenido por estacionamiento en meta­

nol no presenta bajo las condiciones ensayadas señal correspondi­
ente al ión molecular. l

La señal a m/e = 359 podria interpretarse comoM+- 1 ( H).

El ión a m/e = 330 podria atribuirse a la pérdida de 30 um (HCHO)
en 0-21.

La importante señal a m/e = 329 correspondería a la pérdida de 31

um. atribuibles a OCH:3en C-20 ó bien a CH20Hen 0-21.
El ión a m/e = 312 podria interpretarse como la pérdida de 17 um
( OH) adicionales a partir del ión a m/e = 329.
El pico base a m/e = 299 podria atribuirse a la pérdida de 30 um
( HCHO) a partir del ión a m/e = 329. I

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 muyrepro­
ducibles bajo las diferentes condiciones de trabajo, 3‘70 ev y 150
° C se observó siempre la presencia de un pico a m/e = 328 atribui­
ble a Mt que podria interpretarse comocorrespondiente a un produc­
to de deshidratación ( 346 - 18 = 328 ) de 18 OHDOC.Dicha Pérdida

podria ocurrir entre 0-20 y C-21.
En las mismas condiciones es dable observar 1a señal a m/e = 300
que correspondería 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-2l.
El ión a m/e = 299 correspondería a M+- 29 um ( CHO)proveniente
de C-2l.
A m/e = 270 se observa otra señal probablemente debida a la pérdi­
da de 29 um adicionales ( CHO)en C-20, a partir del ión a m/e z
299.

Bajo las otras condiciones de trabajo 20 ev y 150°C y 260 °C así
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 OHB.

( formas My RM4.33 I se hicieron diferentes ensayos:

a) Incorporación de 14CHSOHa 18 OH Bean-M.

b) Reversión de RM4.33 ( 3B +14C ) en H en H20 radioinerte.

c) Incorporación de 3H2Oa 18 OH B'( RH 4.33-140 ).

d) Reversión de H (3B +140 ) a RH4.33 en CH30Hradioinerte.

14 3
a)Incorporación de CH¡OHa 18 OH B HhHJ

14 I
CH30H—____._?

Se sabia que la forma más polar de 18 OHB¡ H, se convierte en

3

la menos polar, RM4.33. por estacionamiento en metanol.
Para comprobar,si comolo indicaban los espectros de masa,eh la

estructura de RM4.33habian entrado fragmentos de la molécula del
solvente,.se decidió medir la posible incorporación del4CH30Hen
la fonma más polar de 18 OHB‘- 33;, H.

Para ello primero fué necesario biosintetizar y purificar la 18 ­
OHB -3H¡ H,a partir de 1-23H-B como se describió en materiales
y métodos.
Sobre una alícuota conveniente de 18 OHB -3H ( en todos los casos
aproximadamente 40.000 dpm ) de actividad especifica conocida (60
Ci / mMol ) se agregó 18 OHB radioinerte ( aproximadamente 500 ug)
de manera de obtener una actividad especifica comparable a la del

14CH30H. que era 4.3 uCi / mMol.
La solución metanólica que contenía el esteroide asi preparado se

evaporó hasta sequedad bajo una corriente de N2.Al sólido se le
agregó un pequeñc'volumen de H 0 destilada y se lo dejó 7 dias a2
31°C para su total transformación en M.Al cabo de ese tiempo sobre
una alícuota se verificó la identidad del compuestopor cromatograL‘



Pia en el sistema Bush B .compróbándose 1a presencia de la forma
5

Múnicamente.E1 resto del material se llevó a sequedad bajo N2.
Luego se disolvió en un pequeño volumen ( 250 ul ) del4CH OHde

3
la actividad especifica indicada.
Los tubos con la solución se cerraron a la llama y se dejaron a
31°C por espacio de 10-15 dias para obtener una transformación a­

preciable en la forma menos polar. RM4.33.
Luego se procedió a analizar los productos de la reacción en el

sistema Bush Bs.
La detección mediante luz UVy radiocromatografia mostró coinciden­
cia de los dos picos de radiactividad con las dos zonas con masa
apreciable de esteroide.

Ambaszonas fueron eluidas por separado con 0H30Hradioinerte.Las
soluciones se homogeinizaron y se tomaron alicuotas para hacer las
determinaciones cuantitativas.Las alicuotas se colocaron en viales
de vidrio y evaporaron a sequedad bajo N .Se agregó luego 10 ml de
la solución centelladora y se procedió aala determinación de la ee­
lación 3H /14C.
En los primeros ensayos dicha relación fúé calculada por el méto­
do de la relación de canales.A1 disponerse de un contador de cen­
telleo liquido equipado con standard externo,se hicieron determi­
naciones empleando este último método.
En ambos casos se tuvo en cuenta el grado de ” quenching ".
De esta manera se demostró 1a presencia inequívoca del4c en la zo­
na menos polar,correspondiente al compuesto caracterizado comoR

M

4.33.0btenido bajo las condiciones descriptas.
En ningún caso se detectó 140 en el compuesto más polar M remanen­
te.

. . 3 14 . .
b) Estudio de la rever51ón de H- C -R M4.33 a H gg_H20 radioinerte

¡[20

Por ensayos previos nuestros se sabia también que la forma RH4.03
se convertía en H por contacto con agua destilada.



Se decidió entonces investigar los posibles cambios de la relación
3H-/ 140 cuando se producía esta interconversión.

Para ello se evaporó la sOlución en metanol de (3H+14C)-RM4.33 ba­
JO N20

Luego se agregó un pequeño volumen de H 0 destilada ( 250 ul ).se
homogeneizóy se dejó a 31 °C durante lzsemana para obtener la trans­
formación en H.

La metodologia a seguir fué similar a la descripta anteriormente.
En este caso sólo se observó una mancha única por absorción al UV
y un sólo pico de radiactividad.coincidente con la mancha.
Dicha zona se eluyó con metanol y sobre una alícuota se procedió a
detenninar la relación 3H/14C.Esta dióoo, ya que no pudo detectar­
se la presencia de14c en el compuesto.
En la tabla II se muestran los resultados obtenidos.

c) Incorporación de 3H20 enMC-RM4.33
para analizar la naturaleza del compuestoobtenido por reversión

de RM4.33 en agua se realizó el siguiente ensayo:
3¡50

14 2
C--RM4.33 Hx

1'

Para ello fué necesario biosintetizar previamente la 18 OH3-140
( A.E. 57.3 mCi/mMol) a partir de 4- 13-8 y proceder a su aisla­
miento comose describió anteriormente.

40-18 ou B ( 100.000 -2oo.ooo)Se tomó una alícuota conveniente de 4-1

dpm ),Eorma M y se diluyó con 18 OHB'radioinerte ( 30-50 ug) para

obtener una actividad especifica comparable a la del 3¡{20( 200 mci/
ml ).
Luego se agregó metanol radioinerte a los tubos que contenían el

esterpide para su transformación en la forma menos polar.RM4.33
operándose de la manera habitual.

Al cabo de 10-15 dias se analizó en el sistema Bush Bsobservándose
dos zonas que absorvian al UV.coincidentes con los picos de radiac­
tividad.
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La zona correspondiente a RM4.33 se cortó y el trozo de papel se

colocó en un vial,a1 que se agregó un pequeño volumen de 3320.
Se procedió comose describió en b) obteniéndose una única mancha
y uh único pico de radiactividad coincidentes.
La zona fué eluida con metanol y sobre una alícuota se procedió
a determinar la relación 3H/14Cobservándose la presencia de 3H
en el compuesto M asi formado.

d) Reversión de (3H'+14C )- M a R_ 4.33 en CHOHradioinerteM 3

C OH
H3

(31; +14c )-u a RM4.33

Con el objeto de analizar el destino del 3a cuando Mse intercon­

vierte en RM4.33 por estacionamiento en metanol radioinerte se
procedió de la siguiente manera.
El resto de la solución metanólica proveniente del ensayo anterior
c) se dejó bajo las condiciones ya descriptas para su conversión

en RM4.33.
Luego se analizaron los productos de la reacción con la metodolo­
gía ya mencionada.

La determinación de la relación 3H/14Cah el compuesto RH4.33 asi
obtenido indicó la ausencia de3 H al regenerarse este compuesto
por estacionamiento de (3H +140 )-M en netanol.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla II.
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VIII. ENSAYO DE LA CAPACIDAD PRECURSORA DE R: 4.33
Aunquela aldosterona es el principal esteroide de 1a corteza adre­
nal relacionado con la regulación del metabolismode electrolitos.
su camino de biosóntesis aún no ha sido elucidado.

Rs conocido el hecho de que se obtengan buenos rendimientos de al­
dosterona cuando se utiliza comoprecursor corticosterona ( 126,
149-153 ).
Pareceria muyprobable, y por otra parte ha sido sugerido por va­

rios grupos de investigadores ( 154-156 ),que el grupo CHaenC-18
de la B sea convertido en el aldehido en C-18 de la aldosterona a

través del grupo alcohol en C-lB de la 18 OHB.
Sin embargo todos los intentos de utilizar 18 OHB como precursor
biosintético de aldosterona han arrojado un pobrisimo rendimiento
si se lo compara con el que se obtiene partiendo de B,excepto en
el caso de Ramany col ( 155 ) quienes obtienen resultados compa­
rables.
Por otra parte Damascoy Lantos ( 145 J informaron que una forma
menos polar de 18 OHB,1a única descripta hasta ese momento tenia

mayor capacidad comoprecursor de la aldosterona,que 1a forma más
polar M.
En el presente estudio demostramosla existencia de numerosas for­
mas menos palares de 18 OHB,determinándose la estructura más pro­
bable de algunas de ellas.
Entre las formas estudiadas ,sólo aquella obtenida por tratamien­

to con soluciones acuosas ácidas R: 4.33 presentó alguna capacidad
precursora de aldosterona.
Comose vió,mediante los estudios por espectrometría de masa,se

halló que la probable estructura de uno de los componentes de ¿:4.33
seria la de un producto dd deshidratación entre los C-ll y 0-18.

La estructura 11/3-18 éter propuesta está muyrelacionada con la
forma de aldosterona que probablemente predomina en soluciones a­
cuosas,especialmente a la temperatura de los animales homeotermos
(143).
En ensayos previos habiamos observado que cuando se incubaba B 6

18 OH B ( formas H ó RM4.33 ¡aún en ausencia de tejido se formaba
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un compuesto cuya movilidad en el sistema Bush Escoincidia con el
de 1a aldosterona.sin embargocuando se trató de caracterigar ese
compuesto no pudo obtenerse una constancia en la relación H/14C
de sus derivados.

En base a estos resultados decidimos incluir en los ensayos blan­
cos denominados " quimicos " y " biológicos " y las experiencias
se llevaron a cabo comosigue:

VIII a.Preparación de los sustratos
la 1-2 aapn/fué purificada comose describió en materiales y méto­
dos.
La 1-2 3H-18 OHB se obtuvo por biosintesis.tal comose describió

anteriormente.Luego se tomaron 14x106dpmde la forma más polar de
18 OHB,correspondientes a aproximadamente l.6-nmoles,se llevó a

sequedad bajo corriente de fl¿y se agregaron 500 ul de ClH lO_2N
en agua.
La preparación homogeneizada se dejó a temperatura ambiente duran­

te 30 minutos y se evaporó bajo Nzhasta aproximadamente 50 ul.
El compuestoR;:4.33 se aisló en la forma habitual,salvo el solven­
te de e1ución,sustituyendo el CHOHpor C5 CH2.Se llevó a volumen3

y detennigó sobre una alícuota del 1 % 1a actividad mediante un
contador de centelleo liquido.
Las incubaciones se realizaron en vasos de precipitado de 10.m1.a

6dpm ) en

todos los casos.llevándolo a sequedad bajo szara eliminar-los sol­

1os cuales se agregó el precursor correspondiente ( 14x10

ventes orgánicos.

VIII b.Preparación del tejido
Se utilizaron cuartos de suprarrenales de ratas,preparadas comose
detalló en materiales y métodos.

VIII c.EnsaXos
c,.Controles quimicos: se realizaron de modoidéntico a los incuba­
dos pero en ausencia de tejido.
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cn,Controles biológicos: estos controles sólo difirieron de los
incubados en cue los cuartos de suprarrenales fueron previamente
calentados a 100 °C durante 15 minutos.

c3.Incubados: a los vasos que ya contenían el precursor seco.se
les añadió 1.84 ml de buffer Krebs-Ringer+BicarbonatOdBlucosa pre­
parado inmediatamente antes de usar.Luego se agótaron en un baño
metabólico tipo Dubnoff a 37°C durante 5 minutos.bajo atmósfera
de carbógeno,para disolver el precursor.
A continuación se agregó a cada recipiente 85.04+9.3 mg del "pool"
de suprarrenales y se procedió a incubar en las condiciones descrip­
tas en materiales y métodos durante 90 minutos.

Las extracciones se realizaron con ClQCHQenla forma habitual.
A cada extracto se agregó 50 ug de aldosterona radioinerte y 7600

dpm de 4-14C aldosterona.Luego se evaporó bajo N2hasta un pequeño
volumenadecuado para sembrar las cromatografias.que se realizaron

en el sistema Bush B5 ( 231 ). l
La zona radiactiva correspondiente a aldosterona ( R 0.30 ) se eau­
yó y sobre una alícuota del S 1 se determinó la relaíión 3H/ 16.
H1 95 1 remanente fué acetilado y los acetatos se analizaron según
la técnica de Kliman y Peterson ( 232 ).
Los acetatos fueron eluidos y se tomaron alicuotas del 101%para
determinar la relación 3H/14C.
H1resto del material.con movilidad caracteristica del diacetato

de aldosterona.se oxidó con Cr203( 232 ) para obtener la lactona
correspondiente y se cromatografió en el sistema Cy-Bz comose de­
talló en materiales y métodos.
La zona radiactiva correspondiente a la lactona se eluyó en la for­
ma habitual y sobre alicuotas del lo x se determinó la relación
3H/l4c.
La figuraSSInuestra los resultados obtenidos.
Comopuede observarse tales resultados indicarian una producción
espontánea de aldosterona a partir de ambosprecursores,incluso
en presencia o ausencia de extracto hervido.
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Puede apreciarse que en 5 de las 6 columnas la relacionan/14C dis­
minuye menos de un 5 1 durante el últflmo paso de purificación.Ade­
más en los incubados tal disminución no sobrepasa un-7 Z.
En presencia de tejido.se obtiene un rendimiento 2 veces mayor cuan­
do se utiliza comoprecursor 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 demostró ser un mejor precursor
espontáneo.

fi
M

que B, mientras que en los controles quimicos lo fué el doble.
En los controles biológicos, R 4.33 fué lO veces más eficiente
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DISCQEION

En el presente trabajo se biosintetizaron y purificaron e-21 este­
roides 18 hidroxilados radiactivos. se estudiaron sus propiedades
Quimicas y biocuimicas y se elucidaron las estructuras de algunos
de los compuestos derivados de los mismos que se forman "espontá­
neamente" en medios orgánicos ( alcoholes ) y acuosos acidificados.
Tambiénde describe por primera vez la existencia de nuevos deriva­
dos formados en los medios descriptos y se estudian algunas reaccio­
nes que convierten los esteroides 18 hidronilados originales en ta­
les derivados asi comolas reacciones inversas que regeneran los es­
teroides iniciales a partir de esos derivados.
Puesto que el estado de oxidación de C-l8 en la 18 OHB es interme­

dio entre el CH3deigual posición en B y el aldehido correspondien­
te en aldosterona y teniendo en cuenta que el mejor precursor cono­
cido de aldosterona es corticosterona. numerososautores (126,149­
153 ) han sugerido la posibilidad de que la 18 OHB sea el interme­
diario obligado de biosintesis.
Sin embargo. todo estudio comparativo acerca de las capacidades pre­
cursoras de B y 18 OHB revela que ésta última es entre 1.5 y 80 ve­
ces menos efectiva que la primera ( 155,156 l.
Este hecho ha sido atribuido por varios grupos de investigadores (155
156.159-160)-dada la existencia de diferentes formas interconverti­
bles. a la supuesta capacidad precursora de biosintesis del minera­
locoticoide de alguna de estas llamadas "formas" y no del esteroide
original.
Damasco y Lantos ( 145 ) informaron que la forma menos polar de 18

OHB obtenida por estacionamiento en metanol resultó ser mejor pre­
cursor que la más polar.
Todo esto justifica el estudio de los derivados o formas de 18 OHB;
Si bien habian sido descriptas dos "formas" de 18 OHB (145 ). aná­
logamente a lo hallado por Dominguez ( 142 ) para 18 OHDOB. no se
tenian datos suficientes - provenientes de estudios sistemáticos ­
acerca de las propiedades químicas, capacidad precursora relativa a
By estructura de tales "fonnas".
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En este trabjo se comenzópor la búsqueda de condiciones que ase­

guraran 1a estabilidad de las formas aisladas.
Se halló que la forma M permanecía comotal en estado sólido ( re­
siduo seco ) tal comofué descripto anteriormente ( 145 ) y también
en medios acuosos neutros.

Por el contrario, el derivado RM4.33. proveniente de solución me­
tanólica sólo se mantiene estable en ausencia absoluta de agua (bajo
vacio y sobre Hametálico ).El residuo proveniente de la evapora ­
ción de sus soluciones metanólicas con el tiempo se descompone (si
no se toman estas precauciones) produciendo M. lo que muy posible­
mente se deba a la acción de la humedadatmosférica.

Para estimar la velocidad con 1a que estos procesos ocurren y ade­
más saber el tiempo necesario para obtener mediante ellos los deri­

vados en cuestión, se estudió el curso de la reacción de transfor­
mación de H en RH4.33 en metanol hasta 8 dias. hallándose una rec­
ta que alcanza al 40 1 de RM4.33 en dicho lapso.
Sin embargo es seguro que a tiempos mayores la gráfica se aparta de

la linealidad. comoes de esperar. puesto que observaciones aisladas

a tiempos muchomayores (20-30 dias ) indican porcentajes de RM4.33
muchomenores que los que resultarian de extrapolar dicha recta.

Por el contrario, el estudio de la transformación de RM4.33 a Men
agua, revela que esta reacción es muchomás rápida.La hipérbola co­
rrespondiente se ve en la figura 16.
Es llamativo que el compuesto o compuestos con igual movilidad cror

matográfica que RM4.33 en Bush B pero proveniente de tratamien­o

to de 18 OHB (M) con soluciones :cuosas acidificadas (01H 10- H)

tiene propiedades químicas diferentesde RM4.33.
Este material, que denominamosR; 4.33, que se forma muy rápidamen­
te. no habiendo sido posible determinar por ello el curso de su reac­
ción de formación.Ademásno sufre modificación alguna por ulterior
tratamiento con agua y los estudios por espectrometria de masa in­
dican una estructura diferente. a saber productos de deshidratación
entre C-11 y C-18 dando el éter correspondiente ( 136,258-260 ). ó
entre 0-20 y C-2l el cual por un posterior reordenamiento daria el
aldehido en C-2l, ó más probablemente una mezcla de ambos.
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un soluciones acuosas de ClH 10'2 N se observa además de R: 4.33 la
presencia de un compuesto ó compuestos con movilidad cromatográfica
idéntica a la de M, en cantidad relativamente pequeña (3 10 74).
Tambiénse 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.Ningunade estas sustancias parece variar su concentración en
el lapso estudiado ( figura 18 ).
En medios alcohólicos acidificados se observan no menos de 6 compues­

tos con RMz 1.00, 1.84. 4.33. 5.26, 6.34. y 7.18. El compuesto 6
compuestos con RM1.84 sólo se detecta en estos medios y no en ClH
10-2 N acuoso ( figuras 19,20 y 21 ).

Los compuestos con RM4.33. que denominamos genéricamente R;*Á.33
se forman muy rápidamente constituyendo ya a los 30 minutos un 40­
45 % del total.A diferencia de lo observado en medios acuosos. su
proporción relativa disminuye con el tiempo, tanto más rápidamente
cuanto mayor sea la longitud de la cadena hidrocarbonada del alco­
hol ( figuras 19,20 y 21 ).
Conlos datos obtenidos no es fácil interpretar la relación existen­
te entre estos compuestos. especialmente por no disponerse de infor­
mación acerca de la estructura e identidad de los mismos.

Los estudios de espectrometria de masa indicaron que la estructura

de RM4.33 era la de un metoxiderivado en C-20.
Esta estructura fué confirmada con ensayos de doble marcación isotó­
pica. los cuales mostraron incorporación de 14CHOHen 3H-Mprodu­

. 1
Ciendo 3H-14C-RM4.33. la cual perdia todo el 4C a1 regenerar H
por reacción con H20radioinerte.

. 3 14
Además. al reaCCionar 14C-RM4.33 con 3H 0. se produce H- c-H .

el cual pierde todo el 3Hal convertirsezen RM4.33 por reacción
CHSOHradioinerte ( tabla II ).
Ya avanzado este trabajo, Roy y col (148 ) demostraron mediante es­
pectrometria de masa e infrarrojo, la producción de un metoxi y etoxi­
derivado en C-20. del 21-acetato de 18 OHDOC.por reacción con

CHSOH y c2};5
Los estudios por espectrometria de masa llevados a cabo por estos

OHrespectivamente.

investigadores fueron realizados tanto por ionización quimica como
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por impacto electrónico; para ésta última técnica no aclaran las
condiciones experimentales utilizadas y mencionan sólo que no pu­
dieron detectar el ión molecular.
En nuestro trabajo. los espectros de masa de los compuestos obte­

nidos por tratamiento con CHSOHde 18 OHProgesterona ( Compuesto
II ) y 18 OHDoc ( Compuesto Y ) indican también la existencia de
metoxiderivados en 0-20 para ambosesteroides 18 hidroxilados (ver
figuras 28 y 34 ).

Por otra parte los estudios correspondientes a los compuestosobte­
nidos por tratamiento con ClH 10-2N=de 18 OHB sugieren que se tra­
taria de productos de deshidratación entre C-ll y C-18 ó bien entre
C-20 y C-2l ( ver figura 24 ).

Es sabido que los llf3. 18 dioles son sumamentesensibles al trata­

miento con soluciones acuosas ácidas. transformándose en los lIfi-la
éteres correspondientes ( 136.258-260 ).
Tambiénen el caso de la aldosterona se ha propuesto la estructura

11(3-18 éter como1a forma tautomérica de este compuesto que se su­
pone predominaria en soluciones acuosas, especialmente a la tempe­
ratura de los animales homeotermos ( 143 ).Los otros dos tautómeros
serian la llamada forma abierta y la doblemente ciclada ( C-ll.C-18)
y ( c-18,c—2o ).
En cuanto a 18 OHProgesterona, el tratamiento con soluciones acuo­
sas de ClH.lO-? N dió origen a dos compuestos: Compuesto III y Com­
puesto IV cuyas estructuras corresponderian a productos de deshidra­
tación del esteroide madre entre 0-20 y C-21 para el primero y en­
tre C-l7 y C-20 para el segundo ( ver figuras 31 y 32 ).
Ambosderivados de 18 OHProgesterona, a pesar de su analogía se se­
paran, no por polaridad sino por diferencia de adsorción en placa
Idelgada.
La única técnica disponible para los derivados correspondientes de
18 OHB, nó permite separar los productos de deshidratación en este
caso por tratarse de una cromatografía de partición ( sistema Bush

Bs).
Una situación análoga podria presentarse eventualmente en el caso
de los derivados obtenidos en medio ácido a partir de 18 OHDOCpor­
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que la técnica analítica. cromatografía en el sistema TPG,se ba­
sa también en la partición.No obstante,en este caso no puede exis­

tir la estructura 11{3-48 éter, porque el compuestooriginal no po­
see OHen C-ll. Ouedaria entonces comomás probable la exixencia
de un producto de deshidratación entre C-20 y C-2l.
La deshidratación entre C-20 y 0-17. parece bastante improbable,
tanto por analogía con lo observado con el derivado análogo de 18
OHB como por lo sugerido por los picos observados en su propio es­
pectro.

La estructura propuesta para Rm4.33 de 18 OHB en base a los es­
tudios por espectrometria de masa de este compuesto y del Mcorres­
pondiente fué confirmada por medio de la técnica de doble marcación.

14 3
CH3OH a H-M 18 OH B en una re­

lación molar de 0.85 comose muestra en la tabla II.
Se comprobó 1a incorporación de

Este valor, algo inferior a l, puede atribuirse a descomposición

parcial de 3H-MCRM4.33 con pérdida deléflgofl por efecto de la
humedadambiente en las manipulaciones indispensables para la de­
terminación ó bien a la presencia eventual de otras sustancias en
menores cantidades en la preparación que sin embargo no fueron se­

parables por cromatografía en el sistema Bush 35 ni diferenciables
por las técnicas de espectrometria de masa empleadas.Esta última
posibilidad, la existencia de una mezcla, parecería muchomenos
probable que la primera, dada la ya mencionada labilidad del coña
puesto frente a trazas de humedad.
La reversión de este compuesto en agua radioinerte produce Mexen­
to totalmente de 14€ comose observa en la tabla II.

Por otra parte se demostró la reacción de 3H20con 14C-RM4.33.co­
mo se muestra en la tabla II, obteniéndose una relación molar co­
rrespondiente a 0.92 moles de 3H0 por mol de esteroide.

La estructura de metoxiderivado :n C-2Oatribuida a RM4.33 debe­
ria teóricamente dar una relación molar igual a 1, correspondien­
te a la hidrólisis de una unión hemiacetálica.si la estructura fue­
se la de un producto de condensación de 2 moléculas de esteroide
según 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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El valor cercano a la unidad tal comohemos observado experimental­
mente, no puede por si solo diferenciar entre una ruptura de la u­
nión hemiacetálica en C-2Ocorrespondiente al metoxiderivado y la
eventual ruptura hidrolitica de un producto de condensación dife­
rente a la propuesta ( 127 ) que implicara una sola únión.Sin em­
bargo los resultados obtenidos en los estudios realizados por es­

pectrometria de masa y en los ensayos conléflaofl demuestran la exis­
tencia de un metoxiderivado.

CorreSponde señalar que en los estudios por espectrometría de ma­
sa de todos los compuestosanalizados se sugiere en forma tentati­
va las diferentes estructuras asi comola asignación propuesta pa­
ra los iones de diferente m/e, teniendo en cuenta que deberia ha­
berse trabajado con compuestosmarcados para poder caracterizar
los iones de m/e indicados en los espectros, pudiendo de esta ma­
nera asegurar el esquemade fragmentación o la racionalización
indicada para cada compuesto.
En cuanto a la capacidad precursora de aldosterona se observó al

incubar B y R; 4.33 . la formación incluso abiótica de un material
radioactivo con propiedades análogas a las de la d (+) aldosterona.

Dicho material migra en el sistema Bush B5 con la misma movilidad.
que éata.Su derivado acetilado lo hace comoel diacetato de d (+)
aldosterona en un segundo sistema cromatográfico y el producto de
oxidación de éste se comporta comola lactona del 21-monoacetato
de aldosterona en un tercer sistema.
La constancia en 1a relación 3B /14C obtenida en los dos últimos
( ver figura 35 ) y las coincidencias antes mencionadas sugeriria
aue el producto de conversión espontánea seria análogo a alguno de
los tres tautómeros de la aldosterona o a una mezcla de éstos.
hs muy improbable que 1a 17 isoaldosterona o sus tautómeros estu­
vieran presentes en 1a mezcla ya que el material del cual se par­

tió en ambos casos Poseia 1a cadena lateral en (¿y no eno(.
Por otra parte se logró separar 17 isoaldosterona de aldosterona

en el sistema Bush Bs,siendo la primera ligeramente más polar.
La elucidación definitiva mediante métodosfisicos de la estructu­
ra del producto obtenido comosugieren Brooks y col (266) requeri­
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ria disponer de una masa del compuesto del orden del miligramo.
Ademássería necesario determinar su actividad. acción mineralocor­
ticoide, mediante ensayos biológicos.

Comopuede verse en 1a figura 35 tanto B comoR;'4.33 producen el
compuesto descripto.Como era de esperar, B fué buen sustrato,aun­
que también se transformó en forma espontánea en el compuesto an­
tes mencionado, siendo esta últrna reacción cuntitativamente menos
importante cue 1a enzimática.
Por otra parte el agregado de extracto hervido al medio de incuba­
ción anula la conversión espontánea.Es probable que en los llama­
dos controles biológicos esté presente un factor termoestable que
inhiba su oxidación quimica a aldosterona.
No ha sido posible aún determinar si ese factor existe tambiéñ en
las preparaciones biológicas.

La eficiencia de R; 4.33 comoprecursor en los controles y en los

incubados fué similar.Esto parecería indicar que RJ“4.33 se trags­
forma sólo espontáneamente en a1dosterona.Para tal conversión RM4.33
fué más eficiente que B y el agregado de extracto hervido no afec­

tó en este caso 1a transformación.
Damasco y Lantos ( 145 ) encontraron que una de las formas menos
polares de 18 OHB era un buen precursor biológico de aldosterona.

La forma de 18 OHB. R; 4.33 utilizada en nuestros ensayos posee
la mismamovilidad cromatográfica que la empleada por estos auto­
res, pero su estructura molecular es distinta. comoya ha sido des­
cripto en este trabajo.
De cualquier modolos resultados obtenidos ponen en evidencia la
importancia de las " formas menos polares " de la 18 OHB como po­
sibles precursores del principal mineralocorticoide conocido.
La aldosterona es una hormonavital que ejerce su acción aún a muy
bajos niveles y la 18 oxigenación es una propiedad de las adrena­

les de los vertebrados que se adquiere tempranamente en su evolución
( 265 )o



RESUMEN

1.5e describen los métodosde aislamiento,caracterización y puri­
ficación de las distintas formas o derivados de 18 OHB.

2.Se estudia la reacción de conversión de la forma más polar a la
menos polar en metanol.

3.8e hallaron condiciones bajo las cuales éstas son estables.

4.89 estudió la reacción de conversión de la forma menos polar en
la más polar en agua.

5.Se ensayaron interconversiones en distintos solventes orgánicos.

6.Se determinó la concentración óptima de ClH para Obtener fonmas
menos polares en soluciones acuosas.

7.5e describe la aparición de numerosas formas menos polares.en
medios orgánicos y acuosos acidificados.

8.Se estudió la formación de los deriVados arriba mencionados.

9.Por espectrometría de masa por impacto electrónico se determi­
nó la estructura de diversas formas menos polares encontrándose
un metoxideridado para la forma menos polar obtenida en metanol
y un producto de deshidratación para la obtenida en medio acuo­
so acidifícado.

lO.Utilizando técnicas de marcación doble se demostró la incorpo­

ración de 3H2
1 .

4CH30Hen la forma menos polar produc1da en este alcohól.

0 en 1a forma más polar de 18 OH B y la incorpora­
ción de
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11.Se estudiaron las capacidades precursoras de aldosterona de va­
rias formas de 18 OHB respecto de la de corticosterona.

12.5e estudió la interconversión entre la fonna menospolar obte­
nida en medios acuosos acidificados y el compuesto polar que la
origina.

13.Con el objeto de intentar elucidar un esquemageneral de propie­
dades de esteroides 18 hidroxilados.se realizaron estudios dd ob­
tención de derivados de otros compuestos análogos,como 18 OHPro­

gesterona y 18 OHDesoxicorticosterona, y se los comparó con los
de 18 OH B.

14.Se determinó por espectrometria de masa por rnpacto electrónico
1a estructura de varias formas menos polares de 18 OHProgestero­
na y 18 OHDesoxicorticosterona.



" 124

BI BLIOGRAF‘ IA

1.B.A.Houssay y J.T.Lewis.Amer.Jour.Physiol.LXIV,512 (1923).
2.].H.Rogoff y G.N}Stewart,8cience.66.327 (1927).
3.U.U.Svingley J.J.Pfiffner,Science.7l,321 (1930).
4.3.J.Pfiffner.0.vintersteiner y H.H.Vars.J.Biol.Chem.lll.585(1935)
5.0.Wintersteiner y J.J.Pfiffner,J.Biol.Chem,111,599 (1935).
6.0.Hintersteiner y J.J.Pfiffner,J.Biol.Chem,116.291 (1936).
7.H.L.Hason.c.S.Hyers y E.C.Kenda11,J.Biol.Chem,114.613 (1936).
8.H.L.Mason,C.S.Myers y E.C.Kenda11.J.Biol.Chem.116.267 (1936).
9.D.J.Ingle.Am.J.Physiol,116.622 (1936).
10.G.F.Cart1and y M.H.KuizengañJ.Biol.Chem.116.57 (1936).
11.D.J.Ingle,Endocrinology,34.191 (1944).
12.M.Hwkuizenga.A.w.Wick,D.J.Ingle,J.w.Nelsony G.P.Cart1and,J.Biol.

Chem.147.561 (1943).
13.H.A.Bern,Science.N.Y,158.455 (1967).
14.}.D.Baxter y P.H-Forsham,TheAmerican Journal of Medicine.53.

573 (1972).
15.J.Trémolieres.R.Derache y G.Griffaton,Ann.Endocrinol,15.694

(1954).
lóml.D.Baxter.A.w.Harris.G.M.Tomkins y M.Cohn,3cience.171.189(1971).
l7LC.L.Cope,Adrena1Steroids and Disease.Philade1phia.J.B.Lippincott

Co. (1972).
18.J.J.Cohen y H.N.Claman,J.Exp.Med,133.lO26 (1971).
19.H.A.Levine y H.N.c1aman.3cience.167.1515 (197o).
20.williams,Textbook of Endocrinology.w.B.Saunders Co.Philade1phia

y London.308 (1962).
21.A.F.de Nicola y V.Dah1.Endocrinology.89.1236 (1971).
22.G.H.V.Lucas,Amer.J.Physiol.77o114 (1926).
23.E.J.Baumanny J.Kurland,J.Biol.Chem,71,281 (1927).
24.R.P.Loeb.D.w.Atch1ey.E.H.Benedict y L.Leland,J.Bxp.Med,57,775

(1933).
25.G.A.Harrop.w.M.Nicholson y M.Strauss,J.Exp.Med.64.233 (1936).
26.G.H.Thorn.H.R.Garbutt,F.A.Hitchcock y P.A.Hartman,Proc.Soc.Bxp.

Biol.Med.35,247 (1936).



27.T.Reichstein y J.von Euw,Helv,21.ll97 (1938).
28.M.Steiger y T.Reichstein,He1v,20.ll64 (1937).
29.8.A.Simpsony J.F.Tait,Endocrinology.50.150 (1952).
30.5.A.Simpson,J.F.Tait.A.Wettstein,k.Neher.J.von Euvy T.Reichstein

Experientia,91333 (1953).
31.V.R.Mattox.H¡L.Mason,A.A1berty y C.P.Code.Am.Soc.75.4869 (1953).
32.5.A.Simpsoh,J.F.Tait,A.wettstein,R.Neher,J.von Euv,0.Schindler y

T.Reíchstein.Experientia,lO.132 (1954).
33.8.A.Simpson.J.F.Tait,A.Wettstein,R.Neher,J.von Euv.0.Schindler y

T.xeichstein,He1v.37,1200 (1954).
34.E.J.Ross,Aldosterone in Clinical and Experimental Medicine.0xford.

Blackwell Scientific Publications (1959).
35.J.Crabbé.The Sodium-Retaining Action of A1dosterone,Brussels.

Editions Arscia S.A.
36.G.A.Porter y I.S.Ede1man,J.Clin.Invest¡43¡6ll (1964).
37.G.w.G.Sharp y A.Leaf.Nature.202,1185 (1964).
38.H.H.Ussing y K.Zerahn,Acta Physiol Scand.23,llo (1951).
39.H.Carstensen,A.C.J.Burgers y C.H.Li.Gen.Comp.Endocr.1.37 (1961).
40.F.Morel y J.Maetz.J.Med.Bordeaux 13 (1958).
41.9.T.Scheer,M.w.Mumbachy B.L.Cox,Fed.Proc.20.177 (1961).

42.W.R.Bishop,M.W.Mumbachy B.T.Scheer,Am.J.Physiol,200,45l (1961).
43.A.C.Barger.R.D.Berlin y J.P.Tulenko,Endocrinology,62.804 (1958).
44.HwG.Williams-Ashman.CancerRes,25.1096 (1965).
45.I.S.Hdelman,R.Bogorochy G.A.Porter,Proc.Nat.Acad.Sci.U.S.A.50.

1169 (1963).
46.H;E.Williamson,Biochem.Pharmacol,l2,l449 (1963).
47.D.D.Fanestil y 1.3.Rdelman,Fed.Proc.25,912 (1966).
48.V.KoePoed-Johnsen.y—H.H.Ussing,ActaPhysiol.Scand.42,298 (1958).
49.HwS.Prazier,J.Gen.Physiol.45.515 (1962).
50.}.C.Skou,Biochim.Biophys.Acta.58,314 (1962).
51.NuS.Bricker,T.Biber y H.H.Ussing,J.Clin.Invest,42,88 (1963).
52.1.c.Skou,Physiol.Rev.45.596 (1965).
53.8.L.Bonting y H.R.Canady,Amer.J.Physiol,207.1005 (1964).
54.C.F‘.Chignell,P.M.Roddyy E.0.Titus.Life sci.4,559 (1965).
55.1.D.K.Ha1kerston,J.Eeichhorn y 0.Hechter,J.Biol.Chem,236,374(l961)



- 126­

56.K.Shimizu,R,I.Dorfman y M.Gut.J.Biol.Chem 235.?025 (1960).
57.K.3himizu,M.Hayano,M.Guty R.I.Dorfman.J.Biol.Chem,236,695 (1961).
58.G.Constantopoulous y T.T.Tchen¡J.Biol.Chem,236,65 (1968).
S9.S.Ichii,E.Porchielli y R.I.Dorfman,Steroids.2.63 (1963).
60.b.Toren,K.M;J.Menon.E.Porchie111y R.I.Dorfman,8teroids,3.381

(1964).
61.K.M.J.Menon,M.Drosdowsky,R.I.Dorfmany E.Forchielli,8teroids

Supp1.I.95 (1965).
62.G.Morrison.R.A.Meigs y K.J.Ryan.8teroids Suppl 11,177 (1961).
63.8.8010mon,P.Levitan y S.Lieberman,Rev.Canad.Biol,15,282 (1956).
64.K.Shimizu,M.Hayano.M.Guty R.I.Dorfman.J.Biol.Chem,236,695 (1961).
65.K.Shimizu.M.Gut y R.I.Dorfman,J.Biol.Chem,237.699 (1962).
66.G.Constantopoulous.P.Satoh y T.T.Tchen,Biochem.Biophys.Res.Cammun.

8.50 (1962).
67.R.I.Dorfman,E.Forchie11i,S.Ichii y J.Kowal.Excerpta Medica Inter­

national Congress N' 83.1087 (1964).
68.G.Constantopoulous y T.T.Tchen,J.Biol.Chem,236,65 (1961).
69.A.C.Chaudhuri,Y.Harada.K.Shimizu.M.Gut y R.I.Dorfman,J.Biol.Chém

237.703 (1962).
70.P.S.Satoh.G.Constantopoulous y T.T.Tchen,Biochemistry (Wash) 5.

1646 (1966).

71.M.Nakamura,T.Kimuray K.Suzuki,J.Jap.Biochem.Soc,35,25 (1963).
72.B.w.Harging y D.H.Ne1son,EndocrinoloQY.75.501 (1964).
73.N.Saba,0.Hechter y D.Stone,J.Am.Chem.Soc.76,3862 (1954).
74.M.Saffran y M.J.Bayliss.Endocrinologyy52.140 (1953).
75.D.Stone y O.Hechter,Arch.Biochem.51.457 (1954).
76.8.Koritz,Biochim.Biophys.Acta.56,63 (1962).
77.N.Saba y O.Hechter.Ped.Proc,14.775 (1955).
78.M.Hayano.N.Saba.R.I.Dorfmany 0.Hechter.Recent.Progress in

HormoneResearch,12.79 (1956).
79.w.s.Lynn(Jr).E.Stap1e y S.Gurin.J.Amer.Chem.Soc,76.4048 (1954).
80.K.aloch,J.Biol.0hem,157.661 (1945).
81.K.F.Beyer y L.T.Samuels,J.Biol.Chem.219,69 (1956).
82.M.Shikita y P.F.Hall,Biochim.Biophys.Acta.136.484 (1967).
83.A.S.Goldman.A.M.Bongiovanni.w.c.ïakovacy A.Prader,J.Clin.

Endocrinol,v 24.894 (1964).



84.G.0.Potts.G.F.Burnam y A.L.Beyler.Fed.Proc.v22,166 (1963).

85.A.S.Goldman,A.M.Bongiovanniy w.C.Yakovac,Proc.Soc.Exp.Biol.and
Med,121.757 (1966). l

86.J.G.Phillips y I.Chester Jones.J.Bndocr;.16,iii (1957)­
87.H.Levy.R.w.Jeanloz,R.P.Jacobsen,O.Hechter,V.Schenker y G.Pincus,

J.Biol.Chem,211,867 (1954).
88.M.Hayanoy R.I.Dorfman,Arch.Biochem.Biophys,36,237 (1952).
89.J.E.Plager y L.T.Samuels.Arch.Biochem.Biophys.42.477 (1953).
90.1.K.P1ager y L.T.Samuels,J.Biol.Chem,211,21 (1954).
91.K.J.Ryan y L.L.Enge1,J.Am.Chem.Soc.78,2654 (1956).
92.K.J.Ryan y L.L.Bngel.J.Biol.Chem.225.lO3 (1957).
93.H.S.Mason.Advances Enzym..19.79 (1957).

94.5.Narasimhulu,D.Y.C00per y 0.Eosentha1.Abstracts of 140th Meeting
of the mmerican Chemical Society 63C,N° 153 (1961).

95.M.Klíngenberg,Arch.Biochem.Biophys,75.376 (1958).
96.D.Garfinke1,Arch.Biochem.Biophys.77.493 (1958).
97.T.Omuray R.Sato.J.Biol.Chem,239.237o (1964).
98.T.0mura y R.Sato.J.Biol.Chem,239.2379 (1964).
99.M.L.Sweat.J.Amer.Chem.Soc.73.4056 (1951).

100.M.Hayano,R.I.Dorfmany E.Y.Yamada.J.Bíol.Chem,l93.l75 (1951).
101.M.Hayanoy R.I.Dorfman,J.Biol.Chem,201.l7b (1953).
102.F.w.Kahnt y A.Wettstein.Helv.Chim.Acta.34.179O (1951).
103.A.C.Browniey J.K.Grant,Biochem J.,57,255 (1954).
104.M.Hayanoy R.I.Dorfman,J.Biol.Chem,211.227 (1954).
105.M.Hayano,M.C.Lindberg,k.1.Dorfman,J.B.H.Hancock y w.von l.Doering

Arch.Biochem.59.529 (1955). l
106.M.L.Sweat y M.D.Lipscomb,J.Amer.Chem.Soc,77.5185 (1955).
107.J.K.Grant.Biochem 1.64.559 (1956).
108.B.B.Brodie,J.Axelrod,J.R.Cooper.L.Gaudette,B.N.La-Du.C.Mit0la y

S.Udenfriend,8cience,121,603 (1955).
lO9.B.W.Harding,S.H.Wongy D.H.Nelson,Biochim.Biophys.Acta,92.415

(1964).
110.L.D.Wilson,D.H.Nelson y B.w.Harding,Biochim.Biophys.Acta.99.

391 (1965) o

111.D.Y.Cooper,S.Levin,S.Narasimhulu,O.Rosenthal y R.H.Bstabrook.
Science,147.400 (1965).



- 128 ­

112.D.Y.Cooper,s.Narasimhulu,A.Slade,w.kaich,0.Poroff y 0.Rosentha1,
Life Sci,4.2109 (1965).

113.8.w.Harding,L.D.Wilson,S.H.Wong y D.H.Melson,8teroids Suppl II.
51 (1965).

114.W.D.Belt y D.C.Pease,J.Biophys.Biochem.Cytol 2:4 Suppl.368(l956).
115.D.D.Sabatini y E.D.P.de Robertis,J.Biophys.Biochem.Cytol.9.105

(1961).
116.5.Ulick y S.Lieberman,J.Amer.Chem.Soc,79,6567 (1957).

117.8.Ulick y K.K.Vettgr,J.Biol.¿hem,237.3364 (1962).
118.8.Ulick,E.Gauthier,K.K.Vetter.J.R.Marke110.S.Yaffe y C.V.Lale.

J.Clin.Endocr.Metab,24.669-(1964).
119.5.Ulick,G.L.Nicolis.K.K.Vetter,in Aldosterone,ed.E.E.Bau1ie y

E.Robe1,Blackwe11:0xford 5 (1964).
120.S.Ulick y K.Kush,J.Amer.Chem.Soc,82,6421 (1960).
121.R.Neher y A.Wettstein,Helv.Chim.Acta,43.623 (1960).
122.P.J.Ward y M.K.Birmingham,BiochemJ,76,269 (1960).
123.?.Péron,Endocrinology,66.458 (1960).
124.P.Péron,Endocrinology,69.39 (1961).
125.P.B.Raman,R.Erte1 y P.Ungar,Endocrinology.74.865 (1964).
126.T.Sandor y A.Lanthier.Acta Endocr.42.355 (1963).
127.H.Levi.D.I.Cargill.H.C.Chung,B.Hoody J.J.Carlo,Steroids.5.131

(1965).
1?8.E.Marusic y P.Mu1rov,Endocrinology,80.214 (1967).
129.T.Sandor,J.Lamoureux y A.Lanthier,Endocrinologyo73,629 (1963).
130.T.Sandor y A.Lanthier.Biochim.Biophys.Acta,74,756 (1963).
131.C.R.w.Edwards.E.G.Biglieri.I.V.Martin.A.A.Tughy P.C.Bartter,

J.End. 63.29 (1974).
132.8.Pedernera y C.P.Lantos,Gen.Comp.Endocr,20,331 (1973).
133.M.Borrue1,P.Borrue1,M.C.Damasco y C.P.Lantos,Gen.Comp.Endocr,

22.1 (1974).
134.Y.Touiton,A.Bogdan,J.C.Legrand y P.Desgrez,Acta Endocr,80,517

(1975).
135.A.Wilson,P.A.Masony R.Fraser.J.Steroid Biochem,7,611 (1976).
136.J.Schmidlin y A.wettstein,He1v.Chimica Acta,44.1596 (1961).
137.M.Prost y R.F.Maume.J.Steroid Biochem,5,l33(l974).



138.P.Génard.M.Pa1emVlies,P.Coninx,M.Margoulies.P.Compernolle y
M.Vanderwalle,Steroids,12,763 (1968).

139.F.W¡Kahnt,R¡Nehery A.Wettstein,Helv.Chim.Acta.38.1237 (1955).
140.M.K.Binminghamy P.J.ward.J.Biol.Chem.236,1661 (1961).
141.M.K.Birmingham.H.Traikovy P.J.Ward.8teroids,1,463 (1963).
142.0.V.Dominguez.8teroids Suppl 2.29 (1965).
143.P.Génard.M.Pa1em Vlies,C.Denoe1,H.Van Cauwenberge y D.Echauten,

J.Steroid Biochem,61201(1975).
144.A.Wettstein,Experientia,17,329 (1961).
14b.M.C.Damascoy C.P.Lantos,J.Steroid Biochem,6,697(1975).
146.Dr.Kirk,in Instructions from the Medical Research Council.Steroid

Reference Collection.
¡47.Radiochemica1 Centre,Amersham,U.K.

148.A.K.Roy,L.C.Ramirezy S.U1ick,J.Steroid Biochem,7.8L (1976).
149.P.J.Mulrov y G.L.Cohn.Proc.Soc.Exp.Biol.Med,101.731 (1959).
150.w.w.Davis,L.R.Burwe1,A.G.T.Caspery F.C.Bartler,J.Clin.Invest.

47.1425 (1968).
151.J.Müller,Acta Bndocr,52. 515 (1966).
152.G.Nicolis y S.Ulick,Endocrinology.76.514 (1965).
153.E.M.Donaldson y w.N.H01mes,J.Endocr.32,329 (1965).

154.P.Vecsei.D.Lommery H.P.Wo1ff.Experientia,24.1199 (1968).
155.P.B.Paman.D.C.Sharmay R.I.D0rfman.Bi0chemistry,5.1795 (1966).
156.J.Mü11er.Regu1ationof Aldosterone Biosynthesis.Springer-Verlog.

Heidelberg (1971).
157.0.Rosentha1 y S.Narashimhu1u,Methods in anymology,15,614 (1969).
158.6.P.Vinson y B.Whitehouse,Acta Endocr.72,746 (1973).
159.J.R.Pasqualini,Nature.201.501 (1964).
160.H.T.Marusic,A.White y A.R.Aedo,Arch.Biochim.Biophys.157.320(1973).
161.H.Sheppard,R.Swenson y T.F.Mowles,Endocrinology,73,819 (1963).
162.C.J.P.Giroud y J.Stachenko,Proc.Soc.Exp.Biol.Med.92.154 (1956).
163.J.Stachenko y C.J.P.Giroud,Can.J.Biochem.42.l777 (1964).
164.5.Psychoyos,H.H.Ta11an y P.Greengard,J.Biol.Chem.24l,2949 (1966).
165.B.V.Tamasastri y R.L.Blak1ey,J.Biol.Chem.239.106 (1964).
i66.H.H.Ta11an,S.Psychoyos y P.Greengard,J.Biol.Chem,242,1912(1967).
167.F.W.Kahnt y R.Neher,He1v.Chim.Acta.48,1457 (1965).



- 130 ­

168.3.Aupetit.P.Aubry-Marais y J.C.Legrand.Biochimie,59.3ll (1977).
169.G.Rosenfeld,H.Rosemberg,F.Ungar y R.I.Dorfman,Endocrinology,58,

255 (1956).
170.J.Mu11er,Acta Endocr.48.283 (1965).
171.J.Müller,Acta Endocr,50,301 (1965).
17?.D.C.Sharma,C.A.Nerembergy R.I.Dorfman,Biochemistry,6,3472(1967).
173.E.T.Marusic y P.J.Mu1row.J.01in.1nyest,46,2101 (1967).
174.J.F.Tait,S.A.s.Tait,R.P.Gou1d y M.S.R.Mee,Proc.Roy.Soc.Lond.B,

185.375 (1974).

175.G.H.Williams,L.M.Mc Donna11.M.A.Rauxy N.k.Holienberg.Circu1a­
tion Research,34.384 (1974).

176.J.R.Blair-west,J.P.Coghlan.D.A.Denton,J.R.Godin,M.wintour y R.
D.Wright,Rec.Progr.Honmone Res,19,311 (1963).

177.J.0.Davis.J.Urquhart y J.T.Higgins.J.Clin.Invest,42.597_(1963}.
178.K.Baumanny J.Mü11er.Acta Endocr,69.701 (1972).
179.J.F.Tait y S.A.S.Tait,J.Steroid Biochem.7,687(1976).
180.P.Pred1und,s.la1tman y K.Catt,Endocrinology,97.1577 (1975).
181.].k.B1air-West,A.Brodie.J.P.Cogh1an,D.A.Denton,C.Plood,J.R.Go­

ding,B.A.Scoggins,J.F.Tait.S.A.S.Tait.B.M.Wintour y R.D.Wright.

J.Hnd0cr.46,453 (1970). '
182.F.A.Mendelsohny c.Mackie.01in.5ci.Mol.Med.49.13 (1975).
183.K.S.Sza1ay,E.Bacsy y E.Stark,Acta Endocr,80.114 (1975).
184.3.G1áz y P.Vecsei.A1dosterone,Pergamon Press.0xford,78 (1971).

185.L.D.Garren.G.N.Gill,H.Masui y G.M.wallon.kecent,Progr.Hormone
Research,27.433 (1971).

186.E.J.Ross,A1dosterone and aldosteronism.Lloyd-Luke,London (1975).
187.D.Schulster,s.Burstein y B.A.Cooke,HolecularEndocrinology of

the Steroids Hormones.J.Wiley & Sons.London.208 (1976).
188.J.R.Blair-West,J.P.Cogh1an.D.A.Denton y B.A.Scoggins.In Angio­

tensin,edit.I.H.Page y F.M.Bumpus.SPringer-Verlag.Heidelberg,
337 (1974).

189.D.Stone y 0.Heckter,Arch.Biochem.51.457 (1954).
190.G.Karaboyasy S.B.Koritz,Biochemistry.4.462 (1965).
191.A.P.De Nicola,J.Steroid Biochem,6,1219 (1975).
192.C.P.Lantos.M.K.Birmingham y H.Traikov.Acta Physiol.Latino Ame­

ticana.17.42 (1967).



- 131 ­

193.J.I.Kitay,M.D.Coyne,N.H.Swygert y K.G.Gaines,Bndocrinology,89.
565 (1971).

194.C.P.Lantos.V.Dah1.J.R.Cordero Funes y A.F.De Nicola,Acta Physiol
Latino Americana,23,277 (1973).

195.K.Asano y B.w.Harding,Fndocrinology,99.977 (1976).
196.D.G.Graham-Smith.R.W.Butcher,k.L.Neyy E.W.Sutherland,J.Biol.

Chem,242.5535 (1967).

197.T.H.Whittey,N.w.Stowe,S.H.0ng.R.L.Neyy A.L.Steiner,J.Clin.
Invest.56,l46 (1975).

198.L.Manuelladis y P.J.Mulrow,Endocrinologyo95,728 (1974).
199.G.H.Williams,L.M.McDonne11.S.A.S.Tait y J.P.Tait.Endocrinology.

91.948 (1972).
200.K.Baumany J.Mü11er,Acta Endocr.76,102 (1974).
201.J.E.Boyd.R.B.Page y P.J.Mulrov,Endocrinology,90,827 (197?).
202.G.P.vinson y B.Whitehouse.Acta Bndocr,72,737 (1973).
203.T.L.Goodfriend y S.Y.Lin,Circu1ation Research,26.27 Suppl 1.

163 (197o ).

204.P.F.Bing y D.Schulster,J.andocr.74.261 (1977).
205.A.Petyremann,R.D.Brown,w.E.Nicholson,D.P.Island,G.W.Líddle y

J.G.Hardman,Steroids.24.451 (1974).
206.J.G.Mc Douga11,J.P.Cogh1an,H.E.Hc Garry y B.A.Scoggins,J.Steroid

Biochem,7.421 (1976).
207.R.Haning,S.A.S.Tait y J.I.Tait.Bndocrinology.87.1147 (1970).
208.N.M.Kap1an,J.Clin.Invest.44.2029 (1965).
209.P.A.Hason.J.C.Buckingham,P.F.Sempley R.Fraser.J.Endocr,72.3

(1977).
210.5.5.Rajyis y k.Horton,J.Clin.Endocr.Metab,32.539 (1971).
211.P.A.Mason,R.Fraser,J.J.Morton,P.P.Semple y A.Wilson,J.Steroid

Biochem.7.859 (1975).
912.M.Lebel y J.H.Grose.Clin.Sci.Mol.Med.51.335 (1976).
213.G.Aguilera y E.T.Marusic,Hndocrinology,89.1524 (1971).
214.G.Agu11era.A.white y E.T.Marusic,Acta Endocr,80,104 (1975).
915.w.B.Campbe11,s.N.Brooksy w.A.Pettinger,Science,184.994 (1974).
216.C.A.Sarstedt.€.D.Vaughan y M.J.Peach,Circulation Resarch.37.35o

(1975).



217.J.R.BlairSWest,J.P.Coghlan,D.A.Denton,J.w.Funder.B.A.Scoggins
y R.D.Wright,J.Clin.Endocr.Netab,32.575 (1971).

218.T.kono,P.Oscko,S.Shimpo,M.Nannoy J.Endo,J.Clin.¡ndocr.Metab,
41,1174 (1976).

219.T.H.Whit1ey.N.w.Stone,S.H.0ng,R.L.Neyy A.L.Steiher,J.Clin.
Invest.56.146 (1975).

220.T.0mura,K.Sato,D.Y.Cooper,0.Rosentha1 y R.W.Estabrook,Ped.Proc.
24.1181 (1965).

221.R.W.Estabrook,D.Y¿Cooper y O.Rosenthal.Biochem.Z.338.741 (1963).
222.P.Greengard,s.Psychoyos,H.H.Tallan,D.Y.Cooper y 0.Eosenthal,

Arch.Biochem.Biophys.121,298 (1967).
223.A.Lanthier y T.Sandor,Can.J.Physiol.Biocnem,51,776 (1973).
224.M.C.Damasco,F.Diazy C.P.Lantos,trabajo a publicar.
225.C.H.L.Shack1eton,J.w.Honour,M.Dillon y P.Milla.Acta Endocr,81,

762 (1976).

226.H.K.A.Visser y w.S.Cost.Acta Endocr.47.589 (1964).
227.w.Hami1ton,A.G.McCandless.J.T.Ire1and y C.G.Gray.Arch.Dis.

Childhood.51,576 (1976).
228.8.Ulick,J.Clin.Endocr.Metab,43.92 (1976).
229.C.H.L.lhack1eton y J.w.Honour,J.Steroid.Biochem,8.l99 (1977).
230.A.Zaffaroni y R.B.Burton,1.Biol.Chem.193,749 (1951).
231.1.E.Bush,Biochem.j,50,370 (1952).
932.8.Kliman y R.H.Peterson,J.Bíol.Chem,235.1639 (1960).
933.0.P.Lantos,P.B.Raman,J.M.H.Graves,R.I.Dorfmany B.Porchielli,

Steroids.6,69 (1965).
234.?ackard Instrument Company,Technica1Bulletin.
235.J.D.Davidsony P.Feigelson.P.Int.J.ale.Radiat.Isotopes.2.13.

(1957).
236.L.A.Baillie,1nt.J.Appl.kadiat.Isotopes,8,1 (1960).
237.G.A.Brunoy J.Christian.J.E.Ana1yt.Chem,33.650 (1961).
238.8.T.Bush.Analyt.Chem.35.1024 (1963).
?39.T.Higashinura,0.Yamada,N.Noharay T.bhidei.Int.J.ApD1.Radiat.

Isotopes.13,308 (1962).
240.0.L.Horrocks.Rev.5cient.1nstrum.35,334 (1964);
241.0.L.Horrocks,Nature.Lond,20?,78 (1964).



242.R.De Wachter y w.Fiers,Analyt.Biochem,18.351 (1967).
243.R.J.Herberg,Channels Ratio Methodof quench Correction.in

Liquid Scintillation Counting in Packard Technical Bulletij
N° 15 (1965).

244.Y.Kobayashi y D.W.Maudsley.in n The Current Status of Liquid
saintillation Counting",ed.E.D.Bransone(h),Grune&Stratton.

76,Ney York (1970).

245.Y.Kobayashi y D.V.Maudsley,Biologica1 Applications of Liquid
scintillation Counting.AcademicPress,N.Y. &London,3 (1974).

246.C.T.Peng,en " The Current Status of Liquid Scintillation Counting'
ed.E.D.Bransone(h).Grune &Stratton,New York,283 (1970).

247.R.A.Caro.Curso de Metodologia de Radioisótopos y Radioquímica,
Facultad de Farmacia y Bioquímica,U.B.A.(1972).

948.Curso de Metodologia y Aplicación de Kadioisótopos.Comisión
Nacional de Energia Atómica.

249.C.A.Russo,k.Boquet.A.Aragonés y G.A.Locascio,Reunión Conjunta
Regional de P.A.A.B.S.-XIII Nacional de S.A.I.B;.La Falda.
Córdoba,Argentina,noviembre (1977).

250.M.Saffran y V.Shally,Endocrinology.56,523 (1955).
251.H.A.Krebs y K.Hense1eit,Hoppe-Seylers Z.physiol.Chem,210.33

(1932).
252.H.wilson.J.Clin.Endocrinol.13.1465 (1953).
253.J.Seibl,Bspectrometr1a de masas.ed. Alhambra(1973).
254.0.R.Gottlieb y R.B.Pilho.en " Introducción a la espectrometria

de masa de sustancias orgánicas ",0.E.A..Washington D.C.(1976).
255.P.Mc Laffurty " Mass Spectrometry of Organics Ions",Academic

Press,New York (1963).
256.A.H.Jackson.Endeavour,l.75 (1977).
257.P.B.Raman,D.C.Sharma,R.I.Dorfmany J.L.Gabrilove,Biochemistry,

4.1376 (1965).
258.5.Kondo,T.Mitsugi y K.Tori,J.Amer.Chem.Soc,87,4655 (1965).
259.0.N1Kirk y M.S.Rajagopa1an.J.C.S.Chem.Comm,77 (1976).
260.J.Schmidlin y A.Wettstein.He1v.Chim.Acta.42,2636 (1959).
261.R.H.Shapiro y C.Djerassi,J.Am.Chem.Soc,86,2825 (1964).
262.R.Beugelmans,R.H.Shapiro,L.J.Durham.D.H.Wi11iams,H.Budzikievicz

y C.DJerassi,J.AI.Chem.Soc.86,2832 (1964).



263.R.H.Shapiro,D.H.Ui11iams.H.Budzikiewicz y C.Djerassi,J.Am.Chem.
Soc,86.2837 (1964).

264.L.T6kés.G.Jones y C.Djerassi,J.Am.Chem.Soc.90.5465 (1968).
265.T.Sandor,J.Lamoreuxy A.Lanthier,Steroids.4.213 (1964).
266.C.J.Brooks,R.V.Brooks,K.Fotherby.J.K.Grant.A.Klopper y w.Kl&ne.

J.F;ndocr.47.263 (1970).



- 135 ­

INDICE

INTRODU0010N

1. Importancia de las hormonas adrenocorticales . . . . . . 1
2. La glándula suprarrenal . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
.3. Corticoesteroides . . . . . . . . . . ... . . . . . . . . 3
3.1 " Glucocorticoides " y " Mineralocorticoides " . . . . .4
3.2 C-2l Esteroides 18 hidroxilados . . . . . . . . . . . .10
4. Caminos de biosintesis . . . . . . . . . . . . . . . . . ll

4.1 Biosintesis de Pregnenolona . . . . . . . . . . . . . . ll
4.2 Biosintesis de Progesterona . . . . . . . . . . . . . . 13
4.3 Biosintesis de Corticoesteroides . . . . . . . . . . . 16
4.3.1 Via Pregnenolona-Progesterona y via de los compuestos

17 hidrpxilados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
4.3.2 Sistema 21 hidroxilasa . . . . . . . . . . . . . . . 18

4.3.3 Sistema ll hidroxilasa . . . . . . . . . . . . . . . 19
4.3.4 Sistema " 18 hidroxilasa " . . . . . . . . . . . . . 21
5. Los C-21 Esteroides 18 hidroxilados . . . . . . . . . . 22
5.1 Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 22

5.2 Antecedentes . r . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

5.3 Quimica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

5.4 BiOquimica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 27
5.5 Zonación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

5.6 Fuente de enzimas y requerimiento de cofactores . . . . 28
5.7 Factores inhibidores . . . . . . . . . . . . . . . . . .30
5.8 Oxidasas de función múltiple . . . . . . . . . . . . . .30

5.9 Naturaleza de las enzimas de la oxidación del CHaangular
0-18 y precursores . . . . . . . . . . . . . . . . . . .31

5.10 Biologia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . 32
Planteo del trabajo . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 35
Parte Experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

l. Materiales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 37
2. Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .39

A. Sistemas cromatográficos . . . . . . . . . . . . . . . . 39
a. Cromatografía descendente en papel . . . . . . . . . . . 39



a.l Sistema TPG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

a.2 Sistema Bush B5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

a.3 Sistema Bush El . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
a.4 sistema Bush A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

a.5 Sistema " Cy-Di I " . . . . . . . . . . . . . . . . 40

a.6 Sistema " Cy-Bz " . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

B. Cromatografía en placa delgada . . . . . . . . . . . 41
b.l Sistema Beptanozacetato de etilo . . . . . . . . .. 41
C.Detección de los esteroides en los cromatógramas. . . 41
D.Blución de los compuestos . . . . . . . . . . . . . . 42

E. Medición de la radiactividad . . . . . . . . . . . . .43
e.1 Equipos utilizados . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
e.2 Preparación de las muestras . . . . . . . . . . . . 43

e.3 Elección de parámetros óptimos . . . . . . . . . . , 43
e.3.l Calibración de la ganancia . . . . . . . . . . . . 43
e.4 Corrección del "quenching" para un sólo radioisó­

topo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

e.4.l Método de la relación de canales . . . . . . . . . 44
e.4.2 Método del "standard" externo . . . . . . . . . . 47
e.5 Corrección del "quenching" para mezclas de dos radio­

isótopos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

e.5.l Mediante el método de la relación de canales . . . 48
e.5.2 Resolución de mezclas de dos radioisótopos utili­

zando "standard" externo . . . . . . . . . . . . . Sl

P. Biosintesis y aislamiento de 18 OHB . . . . . . . . .58
f.1 Purificación del precursor . . . . . . . . . . . . . 58
f.2 Preparación del tejido . . . . . . . . . . . . . . . 58

f.3 Incubación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..‘ 58
5.4 Extracción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

f.5 Separación e identificación de los compuestos . . . 60

G. Purificación de las 2 formas de 18 OHD . g . . . . . 60
H. Caracterización de los distintos esteroides por prepa­

ración de derivados . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

h.1 Acetatos g . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

hI2 O O O I O O O O O O OOO O O I O O O O O O O



_ 137 _

1.Hiosintusis y aislamiento de 18 OHDOC. . . . . . . . 62

i.1 Purificación del precursor . . . . . . . . . . . . . 62
1.2 Preparación del tejido . . . . . . . . . . . . . . . 62
i.3 Incubación y extracción . .'. . . . . . . . . . . . . 62
i.4 Aislamiento de los compuestos . . . . . . . .. . . . .62
J.Espectrometr1a de masa . . . . . . . . . . . . . . . .. 62

Fundamento . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

j.l Preparación de las muestras de 18 OHB . . . . . . . 64
Compuesto M . . . . . .-. . . . . . . . . . . . . . . 64

Compuesto RM4.33 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

Compuesto RM4.33 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
j.2 Preparación de las muestras de IB OHprogesterona . . 65

Compuesto I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

Compuesto II . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

Compuesto III . . . . . . . . . . . . . .... . . . . .66

Compuesto IV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

j.3 Preparación de las muestras de 18 OHDOC. .. . . . 67
Compuesto x . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

Compuesto Y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

Compuesto Z . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

K.Estudios de estructuras mediante doble marcación iso­
tópica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

14
kol IncorporaCión de o o o o o o o o o o o o o o
k.2 Estudio de 1a transformación inversa en HQO. . . . . 68

k.3 Incorporación de 3H20 . . . . . . . . . . . . . . . . 69

k.4 Estudio de la transformación inversa en CHSOH. . . . 69
RESULTADOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7o

I.Condiciones de trabajo y estabilidad dé los compuestos .70
II.Caracterización de los distintos esteroides por forma­

ción de derivados . . . . . . . . . . . . . . . . . . .71
II.a Formación de acetatos . . . . . . . . . . . . . . . 71
II.b Formación de lactonas . . . . . . . . . . . . . . . 72

II.b.l Oxidación según wilson . . . . . . . . . . . . . . 72
II.b.2 Oxidación crómica . . . . . . . . . . . . . . . . .72
III.Curso de reacción en medio acuoso . . . . . . . . . . 74



' 138 ’

IV.Estudio de 1a transfonnación de M a RM4.33 en medios
alcohólicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74

V.Transf0rmaciones en medios acidificados, acuosos y al­
cohólicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76

VI.Estudios de estructura por espectrometría de masa . . . 84
VI.a Estudios con 18 OH B . . . . . . . . . . . . . . . . 84

Espectro de masa del CompueSto M . . . . . . . . . . . 84

Espectro de masa del Compuesto RM4.33 . . . . . . . . 84

Espectro de masa del Compuesto RM4.33 . . . . . . . . 86
VI.b Estudios con 18 OHProgesterona . . . . . . . . . .. 90

Espectro de masa del Compuesto I . . . . . . . . . . 90

Espectro de masa del Compuesto II . . . . . . . . . . 93

Espectro de masa del Compuesto III . . . . . . . . . . 96

Espectro de masa del Compuesto IV . . . . . . . . . . 96
VI.c Estudios con 18 OH DOC . . . . . . . . . . . . . . 101

Espectro de masa del Compuesto x . . . . . . . . . 101

Espectro de masa del Compuesto Y . . . . . . . . . . 103

Espectro de masa del Compuesto Z . . . . . . . . . . 103
VII.Estudios de estructura mediante doble marcación

isotópica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105

a.Incorporación de lÉHSOHa 18 OH B 3H-H . . . . . . 105

b.Estudio de 1a reversión de 3H-14C RM4.33 a M en

O O O O O O C O I O O O O O O O O I O

c.Incorporación de 3B 0 en 14C-RM4.33 . . . . . . . . . 107Ï4
d.Reversión de ( BH+ c )-M a RM4.33 en CH3OHradio­

inerte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .108

VIII.Ensayo de 1a capacidad precursora de R; 4.33 . . . .110
a.Preparación de los sustratos . . . . . . . . . . . 111
b.Preparación del tejido . . . . . . . . . . . . . . 111
c.Ensayos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111

c1.Controles quimicos . . . . . . . . . . . . . . . . 111
c2.Controles biológicos . . . . . . . . . . . . . . .112
c3.Incubados . . . . . . . .. .. . . . a . . . . . . .112

DISCUSION. o . o . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . 115

RESUMEN. . . . o . . . . . . . . o . . . . . o . . . . 122

BIBLIOGRAFIAPAooooooooooo0000.009-124


	Portada
	Agradecimientos
	Abreviaturas.
	Introducción
	Planteo del trabajo.
	Parte experimental.
	Resultados
	Discusión
	Resumen
	Bibliografía
	Índice

